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UBER DEN GARBAREN, HYDROLYSIERBAREN 
ZUCKER IM BLUT, INSBESONDERE 
DESSEN MIKROBESTIMMUNG. 


VON 


REISHI OHTA. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Prifekturkrakenhauses zu Kobe. 
Letter: Dr. M. Takeda.) 


(Hingegangen am 1. Oktober 1936) 


I. EINuEIruna. 


Ks liegt viel Literatur iiber die Tatsache vor, dass reduzierbare 
Substanzen im Blutplasma bzw. Serum unter Salzsdure- und 
Hitzewirkung auffallend zunehmen. ‘Trotz der bisherigen Ben- 
nenung ‘‘sucre proteidique’’ oder ‘‘gebundenen Zuckers’’ sollten 
m. KE. die durch Hydrolyse sich vermehrenden Substanzen im Blut, 
streng genommen, ‘‘hydrolysierbare reduzierende Substanzen’’ 
heissen. 

Mit dieser Arbeit habe ich beabsichtigt, eine Bestimmungs- 
methodik auszuarbeiten, die den wahren Zucker aus den dureh 
Hydrolyse zugenommenen reduzierbaren Substanzen im Blut zu 
messen erlaubt. 

Betrachtet man nun die Substanzen im Blute, die durch 
Hydrolyse desselben ihren Reduktionswert zu vermehren imstande 
sind, so werden sich ergeben: 1. Eiweisskorper, 2. Di- und Trisac- 
charide, 3. Glykogen, 4. Hexosenphosphate, 6. gepaarte Glykuron- 
sdure, 7. Kreatin ete. Bei Hydrolyse des Enteiweissunesfiltrates 
des Blutplasmas lasst sich jedoch weder bei Kaninchen noch bei 
Menschen eine Vermehrung des Reduktionswertes bestatigen. Hs 
miissen also die reduzierbaren Substanzen im Bluthydrolysat 
hauptsichlich aus den Hiweisskérpern oder Hiweisszuckerver- 
bindungen herstammen. Durch Hydrolyse des Hiweisskorpers 
entstehen neben den Glukosen andere ruduzierbare Substanzen in 
reichlicher Menge, die den Zuckerarten nicht zugehoren: es konnen 
somit Zuckarten und reduzierbare Substanzen nebeneinander 
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vorliegen. Um den wahren Zucker dieses Gemisches zu messen, 
muss man methodisch eine aus den 3 folgenden Moglicchkeiten 
auswahlen : 

(a) Beseitigung der reduzierbaren Substanzen ausser Zucker 
beim Enteiweissungsprozess, 

(b) Beseitigung des wahren Zuckers aus den gesamten 
reduzierbaren Substanzen mittels Hefemethode, 

(c) Anwendung einer solchen Reaktion, die auf reduzierende 
Substanzen ausser Zuckerarten nicht reagiert, sondern spezifisch 
fiir Kohlehydrat_allein anspricht. 

Die Methode ad a, die reduzierenden Substanzen bei Entei- 
weissung zu beseitigen, ist jedoch Neuberg und anderen zahl- 
reichen Autoren, die sich schon damit beschaftigten misslungen. 
Beziiglich der Reaktion ad ¢, auf Kohlehydrat allein spezifisch zu 
reagieren, mit welcher wir uns jetzt befassen, wird demnachst 
eingehend berichtet. In dieser Arbeit mochte ich meine Methodik 
mit Hefeverfahren und die erhaltenen Ergebnisse mitteilen. 


Il. MernopiscHes. 


Prinzip: Im Blutplasma bzw. Serum wird der freie Zucker 
durch Zuhilfenahme von Fleischmann ’scher Hefe entfernt, dann 
wird unter Zusatz von H2SO, die Fliissigkeit bei 120°C 1/2 Stunde 
im Autoklav erhitzt, wodurch eine vollsténdige Hydrolyse erzielt 
wird. Nach Enteiweissung wird der wahre Zuckerwert durch 
Hefemethode ermittelt. 

Ausftihrung: 1) 1.0c¢em der zu untersuchenden Fliissigkeit 
(Blutplasma bzw. Serum) mit 1.0 cem Wasser versetzt und unter 
Zusatz von 5 Oesen von frisch gereinigter Fleischmann’scher 
Hefe bei 32°C 18 Stunden im Thermostat gehalten oder unter 
Wirkung von 2%iger Hefeemulsion (gewonnen durch Zentri- 
fugierung und Dekantierung von 1 cem einer 2% Hefeemulsion) 
2 Stunden bei gleicher Temperatur stehengelassen. Dadureh fallt 
der freie Zucker im Blutplasma oder Serum vollstindiger Ver- 
garung anheim. 

2) Nach der Vorbehandlung wird die Fliissigkeit zentri- 
fugiert. Von der dadurch gewonnenen klaren  iiberstehenden 
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Flissigkeit 1.0 cem in ein Probiergliischen aus Jenaglas mit einem 
Teilstrich zu 10.0 cem eingebracht. (1.7em im Durchmesser und 
15 em in der Lange). Hierzu werden 3.5 cem Wasser und 0.5 eem 
44 ¢/dl H2SO,4 zugefiigt und das Réhrehen wird unter Verschluss 
mit eimen Glasstopfen 1/2 Stunde: bei 120°C im Autoklav erhitzt. 

3) Nach volliger Abkiihlung wird das Roéhrehen aus dem 
Autoklay herausgenommen. Der stark sauer reagierende Inhalt 
des Rohrehens wird mit 2%iger NaOH neutralisiert und bei Puo=5 
enteiweisst. Zur Enteiweissung gibt man hierzu 1.5 cem 10%iger 
Na2W0O,—Léosung und gleiche Menge 2/3n. HeSO, und schliesslich 
fillt man Wasser bis zum Teilstrich 10.0 auf. Das Rohrehen wird 
mit einem Gummistopfen gut verschlossen, und der Inhalt mehr- 
mals durehgemischt. Nach diesem Enteiweissungsverfahren wird 
der Inhalt in ein sauberes Rohrchen filtriert. 

4) Bei 1.0 ccm von diesem Filtrat (20 fache Verdiinnung des 
zur Untersuchung genommenen Plasmas -bzw. Serums) wird die 
Gesamtreduktion mit Hagedorn-Jensen’scher Methode ermittelt. 
Bei dem restlichen Filtrat wird unter Zusatz von Fleischmann’- 
scher Hefe die Restreduktion bestimmt, wobei die Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen des Filtrates durch Zuftigung einiger 
Tropfen gesittigter NaOH-Loésung auf ein zur Garung optimales 
PHo=5—6 reguliert werden miissen, da das Enteiweissungsfiltrat 
ein PH=3.5—4 besitzt, bei welechem die Girung des Zuckers mittelst 
Fleischmann’scher Hefe nur unvollstindig bleibt. Die Pu- 
Messung kann am zweckmissigsten mit dem Priifungpapier Toyo 
& Co. geschehen. 

Zur Berechnung wird der Restreduktionswert (/) von dem 
Gesamtreduktionswert (a) abgezogen, die Differenz a—/=hydro- 
lysierbarer Zuckerwert im Plasma bzw. Serum. 


III. VorvERSUCHE. 


1) Beziehung der Konzentration der zur Hydrolyse des 
Blutplasmas anzuwendenden Schwefelsdure zum 
hydrolysierbaren Zucker. 


Bei der Plasmahydrolyse spielt die Konzentration der 
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Schwefelsiure die wesentlichste Rolle. Um klarzustellen, wie sich 
bei verschiedenen Siurekonzentrationen die Menge des durch 
Hydrolyse entstehenden, nicht garfahigen Zuckers zu der des 
fahigen verhalt, habe ich folgende Versuche angestellt. 

In eine Reihe Reagenzrohrechen nimmt man je lecm des 
durch Hefegirung von freiem Zucker befreiten Plasmas, hierzu 
0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 eem 44 ¢/dl HeSO,g und fiillt das Ganze 


TABELLE I, 


Abhingigkeit der Plasmahydrolyse von der Saurekonzentration. 
(Das hier zur Verwendung gekommene Plasma wurde vorher vom 
Freizucker durch Hefegiirung befreit. Temperatur 120°. 
Hitzedauer % Stunde. Dreimaliger Versuch). 


Zugesetzte Endkonz. Gesamt- Rest- Wahrer 
44e¢/d1 HeSOx d. HoSO; reduktions- reduktions- Zuckerwert 
eem g/dl wert mg% wert mg% me% 
0 0 18 14 4 
0.2 1.76 240 204 36 
0.3 2.64 286 242 44 
0.4 3.52 306 252 54 
0.5 4.40 364 288 76 
0.6 5.28 390 324 66 
0.7 6,16 398 338 60 
Zugesetzte Endkonz. Gesamt- Rest- Wahrer 
44e¢/d1l HeSOx d. HeSO. reduktions- reduktions- Zuckerwert 
cem g/dl wert mg% wert mg% meg% 
0 0 22 20 2 
0.2 1.76 222 176 46 
0.3 2.64 294 252 42 
0.4 3.52 322 264 58 
0.5 4.40 370 304 66 
0.6 5.28 402 348 54 
0.7 6.16 449 384 58 
Zugesetzte Endkonz. Gesamt- Rest- Wahrer 
44e/dl HeSO. d. HeSO; reduktions- reduktions- Zuckerwert 
eem g/dl wert mg% wert mg% mg% 
0 0 16 16 0 
0.2 1.76 220 164 56 
0.3 2.64 248 192 56 
0.4 Bay 388 | 324 64 
0.5 4.40 418 332 86 
0.6 5.28 420 346 74 
0.7 6.16 468 396 72 
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mit Wasser zu 5.0 auf. Die simtlichen Réhren werden dann pei 
120°C 1/2 Stunde im Autoklav erhitzt. Nach beendeter Hydrolyse 
wird der Inhalt mit Natronlauge neutralisiert, nach Folin-Wu 
enteiweisst und dadurech der Wert der wahren Zuckers als Differenz 
der Gesamt- und Restreduktion ermittelt. 

Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, ist der erhaltene Wert des 
hydrolysierbaren Zuckers niedrig, wenn zu wenig Schwefelsiiure 
vorhanden ist; anderweitig kommt der Siurekonzentration keine 
wesentliche Bedeutung zu. Mit zunehmender Schwefelsauremenge 
jedoch erhdht sich der Restzucker im Hydrolysat. Dabei ist zu 
bemerken, dass bei zu grossem Restzuckergehalt die Bestimmung 
des Gesamtreduktionswertes an Genauigkeit verliert. Kurz, die 
optimale Konzentration der Schwefelséure zur Hydrolyse von 1.0 
eem Blutplasma (bzw. Serum) betragt 0.5 cem von 44 g/dl HeSO,. 


2) Beziehurntg der Temperatur zur Hydrolyse des im 
Blutplasma befindlichen hydrolysierbaren Zuckers. 


In der Hydrolyse des Blutplasmas spielt neben der Saure- 
konzentration die Temperatur die grédsste Rolle. Bei einer 
bestimmten H»SO,4-Konzentration wurde hier bei variierten 
Temperaturen das Plasma einer Hydrolyse unterworfen und der 
dabei entstehende hydrolysierbare Zucker bestimmt. 1.0 ecm 
zuckerfreies Blutplasmas wurde unter Zusatz von 0.5 ecm 44 g/dl 
HeSO, und nach Auffillung mit Wasser auf 5.0 eem, 1/2 Stunde 


TABELLE II. 

Abhiingigkeit der Hydrolyse des Blutplasmas von der Temperatur. 
(Das zu untersuchende Plasma wurde vorher durch Garung vom 
Freizucker befreit. Endkonzentration der H2SO, 4.4g/d1. 
Hitzedauer % Stunde. Doppelversuch). 


Gesamt- Rest- Wahrer 
Temperatur reduktions- reduktions- Zuckerwert 
wert mg% wert mg% mg 
12 11 T 
100° 110 112 (—)2 
110: 238 210 28 
120° 364 302 62 
Pay 402 342 60 
130° 422 374 48 
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Gesamt- Rest- Wahrer 
Temperatur reduktions- reduktions- Zuckerwert 
wert mg% wert mg% mg% 
| 16 18 (-—)2 
100° | 90 87 3 
110° | 170 146 24 
120° 284 226 58 
D5)" 356 302 04 
130° 360 330 30 


lang bei 100°-130°C hydrolysiert. Der danach entstandene hydro- 
lysierbare Zucker variierte je nach der Temperatur, bei der voll- 
kommene Hydrolyse erfolgte, folgendermassen : 

Wie aus Tabelle II ersichtlich, ist die Menge des hydrolysier- 
baren Zuckers bei 120° und 125°C am grdssten. Bei steigender 
Hydrolyse-Temperatur nimmt zwar die Zuckermenge zu, aber bei 
Vorhandensein von zu viel Restzucker kann die Bestimmung der 
Gesamtreduktion in ihrer Genauigkeit leiden, so dass es zweck- 


miassig ist, die optimale Temperatur zur Hydrolyse des Blutplasmas 
bei 120°C festzuhalten. 


3) Die zur Hydrolyse notige Hitzedauer. 


Bei konstant erhaltener H2SO4-Konzentration und Temperatur 
wurde bei variierter Hitzedauer der dabei entstandene hydrolysier- 
bare Zucker bestimmt. 

Bei den Versuchsbedingungen erreicht der im Hydrolysat 
befindliche Zucker sein Maximum, wenn die Hydrolyse linger als 
1/2 Stunde dauert. Bei zu langer Hitzedauer nimmt jedoch der 
Restzucker allmahlch zu. 

Auf Grund der oben geschilderten Vorversuche kann fest- 
gestellt werden, dass die optimalen Bedingungen fiir die Hydrolyse 
des Blutplasmas folgende sind: die Endkonzentration der H.SO, 
4.4 ¢/dl, Temperatur zur Hydrolyse 120°C, Hitzedauer 1/2 Stunde, 
da der dabei resultierende hydrolysierbare Zuckerwert am gréssten 
und die Restzuckermenge verhiltnissmiassig gering ist, 
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TABELLE III. 


Abhangigkeit der Hydrolyse des Blutplasmas von der Hitzedeuer. 
(Das zu untersuchende Plasma wurde durch vorherigen Girprozess vom 
Freizucker befreit. Die Endkonzentration der HeSQ, 4.4 g/dl. 
Temperatur bei 120°. Doppelversuch). 


Hitzedauer Gesamt- Rest- Wahrer 
Aneen reduktions- | reduktions- Zuckerwert 
wert mg% | wert mg% mg% 
22 | 18 4 
10’ 26 16 10 
20’ 314 272 62 
30’ 374 308 66 
40’ | 378 | 316 62 
50’ 414 346 68 
anaes ~ | ee | ne Fee 
wert mg% | wert mg% me% 
9 8 if 
i ay ieee s 
20’ | 324 | 288 32 
30’ | 364 | 292 72 
40’ | 356 | 292 64 
50° 414 342 72 


IV. VERSUCHSRESULTATE. 


Die auf dem oben erwihnten Wege gemessenen hydrolysier- 
baren wahren Zuckerwerte im Blutplasma beim Kaninchen werden 
in Tabelle IV wiedergegeben. Trotz der mehr oder weniger 
erdsseren individuellen Verschiedenheiten liegen die Werte der 
Mehrzahl der Falle bei 60-100 mg%, welche also dem freien wahren 
Zuckerwerte im Blute ungefahr gleich sind. Ks wurden nun ex- 
perimentell bei Kaninchen Einfliisse verschiedener Eingriffe aut 
den hydrolysierbaren wahren Zucker des Blutplasmas untersucht. 
Nach Injektion von Adrenalin oder Insulin erfuhr zwar der freie 
Zuckerwert merkliche Verainderungen, aber ohne nachweisbaren 
Einfluss auf den hydrolysierbaren Anteil, welcher letztere jedoch 
im Hungerzustand der Tiere abnahm, wie Tabelle IV zeigt. 


R. Ohta: 


TABELLE IV. 
(a) Giirbarer hydrolysierbarer Zucker im Blutplasma 
bei normalen Kaninchen. 


Freier Gesamtreduktions-| Restreduktions- Girbarer, 
wahrer Zucker wert nach wert nach hydrolys. Zucker 

mg% Hydrolyse mg% Hydrolyse mg% mg% 

147 316 227 89 

135 340 257 83 

133 332 269 63 

115 33d Pata 64 

128 Sutil 242 69 

122 328 255 73 

126 397 312 85 

123 372 274 98 

Pal 316 232 84 

130 302 241 61 

132 369 271 98 

118 373 283 | 90 

136 382 310 2 

129 345 264 81 


(b) Garbarer, hydrolysierbarer Zucker im Blutplasma 
bei hungerunden Kaninchen. 


eon Gesamt- Rest- Pat iy awirane 
Versuchs- Korper- encore reduktions- | reduktions- g ae o 
tage von gewicht Z, eee wertnach | wert nach y =, a 
Hunger kg. Lae Hydrolyse | Hydrolyse A 
mg% ; mg% 
me% meV 
vor 2.10 140 292° 224 68 
2 1.96 148 318 230 88 
4 1.82 143 261 222 39 
: ne 116 238 210 28 
: 54 244 230 14 
vor 2.02 125 259 216 43 
2 1.84 134 290 244 46 
4 1.70 129 249 216 33 
6 rs) 1.62 92 256 220 36 
vor 1.85 146 250 188 32 
2 1.72 141 318 230 88 
4 1.58 118 284 220 64 
6 1.42 116 243 215 28 
8 1.36 54 244 230 14 
coe 2.22 149 294 200 94 
2 2.01 140 312 214 98 
4 1.88 137 283 226 57 
6 1.80 103 295 240 5d 
OP 2.18 138 262 184. 78 
2 2.02 146 336 242 94 
4 1.84 141 323 248 75 
6 1.70 104 272 248 44 
8 1.61 36 270 242 2 
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V. ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Verfasser gibt in der vorliegenden Arbeit die von ihm 
ausgearbeitete Bestimmungsmethodik garbaren, hydrolysierbaren, 
wahren Zuckers im Blutplasma bzw. Serum mit Hilfe der Hefe an. 

2. Der normale Wert des garbaren, hydrolysierbaren Zuckers 
im Blutserum betragt beim Kaninchen 60-90 mg%, welcher 
ungefahr von demselben Wert des freien, wahren Zuckers ist. 

3. Durch Injektion von Adrenalin oder Insulin wird der 
garbare, hydrolysierbare Zuckerwert nicht geandert, obwohl dabei 
der Freizucker beeinflusst wird. Beim hungernden Tiere wird 
dagegen der garbare, hydrolysierbare Zuckerwert im Blutplasma 
mit dem Fortschreiten des Hungers starker herabgesetzt. 

Herrn Dr. M. Takeda mochte ich meinen verbindlichen Dank 
aussprechen fiir seine Leitung, und auch den Herren Professoren 
S. Kakiuchi(Universitét zu Tokyo), T. Shimizu(Med. Akademie 
zu Okayama) fiir ihre freundlichen Ratschlage danken. 
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UBER DIE BESTIMMUNGSMETHODE DER 
BLUTGALAKTOSE. 


Von 


SHO SUGAWARA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Prifektur-Krankenhauses 
zu Kobe. Vorstand: Dr. M. Takeda.) 


(Eingegangen am 6. Oktober 1936). 


Es ist vielfach aus unserem Laboratorium mitgeteilt worden, 
dass die Galaktose im Vergleich mit den anderen Hexosen, Glukose, 
Fruktose, Mannose nicht nur in ihren chemischen Higenschaften 
sich anders verhidlt, sondern sie in bezug auf ihre biologischen 
Higenschaften eine Sonderstellung einnimmt (Takeda, Suga- 
wara, Tsunekawa, 1924; Sawada, 1933; Koike, 1934; Ohta, 
1935). 

Dem Studium des Galaktosestoffwechsels muss nun eine 
zuverlassige Bestimmungsmethode zugrunde gelegt werden, und 
‘zur Bestimmung der Galaktose im Blute hat man eine solche notig, 
welche die Bestimmung derselben in Gegenwart der Glukose 
erlaubt. 

Somogyi (1929), Raymond und Blanco (1928) haben 
darauf aufmerksam gemacht, dass Fleischmanu’sche Hefe 
elektiv auf Hexosen ausser Galaktose wirkt und sie in kiirzester 
Zeit in Gadrung versetzt. Auf Grund dieser Hefewirkung haben 
Corley (1927), Blanco (1928), Harding und von Nostrand 
(1929-30) ete. Beitrage zum Studium des Galaktosestoffwechsels 
geliefert, indem die Autoren mittelst Kupferreagenz den Reduk- 
tionswert des girbaren bzw. nichtgirbaren Anteils im Blut und 
Harn messen und dadurch Galaktose und Glukose getrennt 
quantitativ bestimmten. 

Unter zahlreithen Hefesorten finden sich einige, welche 
stiirkere Garungsfihigkeit besitzen, besonders dann, wenn sie lange 
auf einem Galaktose enthaltenden Nihrboden geztichtet sind. Aus 


df: 
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dieser bekannten Tatsache haben Harding und Grant (1931-382) 
mittelst der auf dem besonderen Nahrboden geziichteten Hefe 
(sog. (1932-33) ,,Galae Yeast‘‘ nach Harding und Grant) den 
Galaktosegehalt im Blut und Harn bestimmt, bei denen sie vorher 
durch gewohnliche Hefe girbare Zucker entfernt hatten. Ferner 
haben Harding, Nicholson und Grant (1932-33) vorgeschla- 
gen, statt Fleischmann’scher Hefe 8. Marxianus besonderer 
Ziichtung besser zu benutzen. 

Als ersten Schritt habe ich unter leicht zuganglchen 
Hefearten, nach einer solechen gesucht, die auf Glukose stark 
spaltend wirkt, aber auf Galactose durchaus nicht oder nur in 
geringerem Grade wirkungsfahig ist, und habe gefunden, dass 
japanische ‘‘Sake’’-Hefe Il und Fleichmann’sche Hefe den 
erwunschten Bedingungen entsprechen. (Tab. I). Ich habe in 
dieser Arbeit kaéufliche Fleischmann ’sche Hefe benutzt, da sie 
zu jeder Zeit beliebig viel zur Verfiigung gestellt werden kann. 


TABELLE I. 


Vergleichstabelle der Wirkung von Sake Hefe IT und Fleischmann’scher 
Hefe auf Galaktose- und Glukoselésung. 


Wirkung von Sake-Hefe II (25%) auf Glukose ind Galaktose 
(bei 30°C im Brutschrank) 


Konzen- ai | 
purr Ca. 300 mg%) Ca. 250 mg%| Ca. 200 mg% | Ca. 150 mg%| Ca. 100 me% 
A B A 13) AN B A B A B 
| 
Wirkungs- | 
aeuee mg7o mg% mg% mg % | mg % 
Vor 300.5 | 257.6) 260.9} 212.1] 203.2] 169.0] 159.3] 134.8] 107.3] 94.0 
Gleich nach} 230.5] 245.4) 202.3) 207.1] 102.1) 159.0] 109.8] 128.1! 74.5! 86.5 
30’ 5.2| 244.1} 10.4] 197.8 2.6| 153.7 3.8) 125.0 5.2| 86.4 
60’ 4.0| 243.8 3.8} 180.0 2.8} 156.3 2.0| 124.5 3.3)|| 86.2 
90’ 3.1| 242.3 2.9] 198.2 Ani) sees: 3.5 | 126.5 3.0} 86.9 


A: Glukose B: Galaktose 
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Wirkung der 25%igen Fleischmann’schen Hefe auf Glukose- und 
Galaktoselésung (bei 30°C im Brutschrank) 


Konzen- pe 
Nee: Ca. 300 mg% Ca. 250 mg% Ca. 200 mg% Ca. 150 mg%o Ca. 100 mg% 
A B A 1B A B A B A B 
: ay | | 
Wirkungs- | 
risa mg% | mg% mg% mg | mg% 
~ | 
Vor 308.8 260.8 258.2 208.3/ 216.2 168.5) 146.2, 128.8 103.1! 95.3 
Gleichnach 242.3 246.6 189.5| 198.5 139.0, 160.1; 85.5] 121.1) 67.1) 86.3 
30 =|) -8.2] 246.7) 5.0| 1946) 3.7/ 157.6] 2.8|-117.6| 2.7] 86.2 
60’ | 3.1) 2468| 2.3] 195.3] 1.5] 156.5} 3.0/ 118.8! 1.7) 87.3 
90’ 2.3| 245.7) 18) 1951) 2.5/ 157.6) 1.1) 115.8} 0.2] 85.2 
| 1 
A: Glukose B: Galaktose 


Innerhalb der Zeit, wo sich die Glukosegaérung unter Wirkung 
von Hefe auf Glukose vollzieht, wurde die Abnahme der Galaktose 
bei variierten Hefemengen untersucht. 
dass die Galaktoseverminderung kaum von verwendeten Hefedosen 
abhingig ist. (Tab. IT) : 


TABELLE II. 


Ks wurde dabei festgestellt, 


Abnahme von Galaktose bei variierten Hefemengen. 


Konzentration d. Hefe 25% 20% 10% 5% 5 ose 
Die Zeit der Vollendung von 60’ | 60° 420° 150’ 180’ 
Glukosegarung | 

Konzentration der Galaktose mg% | mg% | mg% | mg% | mg% 
Ca. 300 mg% 14.1 14.4 14,0) le le3 15.0 

Ca. 250 mg% 13.0 13.4 sod | 14.2 14.8 

Ca. 200 mg% 12.0 10.8 10.2 LIAL 12.5 

Ca. 150 mg% 10.0 10.2 Oe LONT, 11.3 

Ca. 100 mg% 8.0 8.4 9.1 9.0 8.0 


Dann wurde die Abnahme der Galaktosemenge, 


innerhalb der 


Zeit von vollendeter Glukosegdrung, unter Wirkung von 25%iger 
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Hefe-Emulsion (gewonnen durch Zentrifugierung und Dekan- 
tierung von 1 cem einer 25% Hefe-Emulsion) bei 30°C im Brut- 
schrank beobachtet : 


Galakt-Konzentration (mg% ) 300° = 2508 3200™ 150) 00 
(Oder in mg ausgedriickt : 3.0 2.5 2.0 1.5 LA 
Galaktose-Abnahme (mg) 0.14 0.13 0.12 0.10 0.08 

Da die verwendete Hefemenge nur 0.20 ccm betrug, so kann 
man dabei ausser der Verdiinnung nicht entscheidend sagen, ob 
die beobachtete Galaktoseabnahme auf der Adsorption derselben 
an der Oberfliche der Hefe oder auf der Absorbtion beruht. Ich - 
habe deshalb ahnliche Versuche mit derselben Hefemenge bei 38°C 
im Wasserbad angestellt : Bei Anwendung von 10 eem einer 30 mg % 
igen Traubenzuckerlosung ist die Garung in 1/4 Stunde vollendet, 
in welcher die Galaktoseverminderung bei den obigen Konzentra- 
tionen je nur 0.12, 0.11, 0.07, 0.06, 0.04 mg betrug, und diese Zahlen 
nach 3/4 Stunden sich kaum erhdhten. (Tab. IIT) 


TABELLE III. 
Wirkung der Fleischmann’schen Hefe auf Glukose- und 


. Galaktoselésung bei 38°C im Wasserbad. 
oa Ca. 300 mg%] Ca. 250 mg%| Ca. 200 mg%) Ca. 150 mg%] Ca. 100 mg% 
A B A B A B A B A B 

ati ee me% mg% mg% mg% ng % 
Vor 296.4] 249.3 | 245.2} 206.4] 201.0] 165.8] 147.9} 126.2) 98.2 | 81.6 
iby 1.4) 237.3 1.7} 195.4 0.6 | 158.8 0.7 | 120.2 Basel “7 

30’ 1°73 | 236.5 ~ 3.3/ 195.8 0 157.0 BAL zalefes 14 | 74.2 

45’ 2.0| 236.8 2.7| 197.4 1.8} 159.4 1.8) 120.9 OOF T7526 

A: Glukose B: Galaktose 


Es wurde dann aus Blut unter Zusatz von Galaktose zur obigen 
Konzentration eiweissfreies Folin-W u-Filtrat hergestellt. Damit 
wurden ahnliche Versuche wie oben bei Verwendung der gleichen 
Menge Fleischmann ’scher Hefe bei 38°C im Wasserbad und bei 
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30°C im Brutschrank angestellt. Die Verminderung der Galaktose 
war noch geringer als bei wisseriger Lésung, besonders bei 
niedriger Temperatur im Brutschrank, so dass sie als experi- 
menteller Fehler angesehen werden soll (Tab. IV und Tab. V). 


TABELLE IV. 


Wirkung der Fleischmann’schen Hefe auf dem Blutfiltrate zugesetzte 


Galaktose bei 38°C im Wasgserbad. 


Konzentration | 
der zugesetzten Ca. 300 mg% Ca, 200 mg % Ca. 100 mg% 
Galaktose 
Pee RG Sea ie mie Ok I ae heen 
Wirkungsdauer me% mg% mg% 
Vor 147.4| 396.3 | 248.9) 154.3 | 316.1] 161.8] 141.7] 218.1] 76.4 
ie 49.9} 288.6] 238.7; 50.7| 204.8) 154.1] 52.5] 125.8] 73.3 
30’ | 46.7] 286.7] 240.0) 48.0} 204.1) 156.1) 49.4] 124.9] 75.5 
45’ 47.0| 287.6| 240.6} 47.5| 204.7] 157.2} 48.9)! 125.8 | 76.9 


A: Reduktionswert des Blutfiltrates. 
B: Reduktionswert von Blutfiltrat + Galaktose 
C: Berechneter Galaktosewert. 


TABELLE V. 


Wirkung der Fleischmann’schen Hefe auf die dem Blutfiltrate 


zugesetzte Galaktose bei 30°C im Brutschr 


ank, 


Konzentration ’ 
der zugesezten Ca. 300 mg % Ca. 200 mg% Ca. 100 mg% 
Galaktose 
A B C A B C A B C 
Wirkungsdauer meV mgVo meV 
Vor 160.3 | 402.8} 242.5) 150.3) 311.4] 161.1 140.1| 221.9| 81.8 
Gleich nach 127.2 | 369.2| 242.0] 138.8] 298.9] 160.1] 121.2] 202.5] 81.3 
35" 39.8| 282.8) 243.0] 42.7] 202.6] 159.9} 40.6| 123.0) 82.4 
60’ 38.0] 280.6] 242.6} 40.0] 199.8) 159.8] 38.7] 120.5) 81.8 
90’ 37.8| 278.6| 240.8] 38.0] 196.9| 158.9] 37.8/ 119.0] 81.2 
120° 38.0 | 279.3) 241.3] 38.5| 197.4] 158.9} 36.8) 119.4} 82.6 


A: Reduktionswert des Blutfiltrates. 
B: Reduktionswert von Blutfiltrat + Galaktose. 
C: Berechneter Galaktosewert. 
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Ich habe mich nun mit der Verstarkung des Garungsvermogens 
der Galaktose beschiftigt. Ich habe naémlich Sake-Hefe LV, welche 
ich unter vielen Hefen in der Garungskraft fiir Galaktose am 
stirksten fand, in einem besonderen Nahrboden von 1.5%igem 
Peptonwasser mit Zusatz von Galaktose in 2% geztichtet, (9 Tage 
lang je 3 Tage umgeziichtet). Die dadurch in Garkraft angerei- 
cherten Sakehefe-Emulsionen vermogen innerhalb 30 Minuten 3.0 
mg Galaktose bei 38°C im Wasserbad fast vollstandig zu vergaren. 
(Tab. -Vil): 


TABELLE VI. 


Wirkung der mit besonderem Verfahren geziichteten Sake-Hefe IV auf 
Glukose und Galaktose bei 88°C im Wasserbad. 


Konzen- | Ca.300 | Ca. 250 Ca.200 | Ca.150 | Ca. 100 

tration mg% mg% mg% mg% mg% 

A Batwa: B A B A B A B 

Wirkungs- | | mg | mg | Wirkungs- mg mg mg 

dauer % | % dauer Jo Jo % 
Vor | 297.0 250.0 244.4) 209.2 Vor 199.1) 166.4) 145.6) 128.6} 96.2) 83.4 
20° 0 12:4'° 02) 46 15’ 0 3.4, 0 41) 2.0] 23 
30° 1.5] 3.8 0 | 16 30° 0.) Til 0.8) 2201" Omeeo 

A: Glukose B: Galaktose 


Bei Ziichtung nach demselben Verfahren lassen sich die 
anderen Hefearten, die ich untersuchte, in bezug auf die Garkraft 
fiir Galaktose wie folgt ordnen: 

Sake-Hefe II, Bierhefe, Sake-Hefe I, Sake-Hefe V, Ludwig’- 
sche Hefe. Sie sind jedoch, mit Sake-Hefe IV, verglichen, im 
Garvermogen weit zuriick. Ein Vergleich der. Garkraft zwischen 
Fleischmann’scher Hefe nach Harding und Grant’scher 
Zichtung und Sake-Hefe IV nach meinem Kulturverfahren sei in 
Tabelle 7 angefiihrt : 

Die Wirkung der mit dem besonderen Verfahren kultivierten 
Sake-Hefe IV auf Galaktose in wisseriger Lisung und im Blut- 
filtrat,—welches, genauer ‘gesagt, nach vorherigem Zusatz von 
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TABELLE VII. 
Wirkung der ,,Galac Yeast“ von Harding-Grant auf wisserige 
Galaktoselésung bei 38°C im Wasserbad. 


K . / Pp 
tration C%800mg% Ca. 250mg% Ca. 200 mg% Ca. 150mg%| Ca. 100 me% 
eee aw |) Be ia lee | a) Bol a te 
ea = ' | | | 
Wirkungs- | | 
ae jms? | | mg % mg mg mg 
Vor 297.2 | 249.6. 243.6, 202.2| 198.8] 169.2] 147.0] 130.0] 101.3] 78.2 
20 =|: «53.6 73.4. 88.4 84.2 | 
sy 15.3 30.7| 34.2) 382/ 54/ 391 3.0) 26] 08] 48 
A: Glukose B: Galaktose 


Galaktose zum Blut hergestellt wurde,—bei 38°C (im Wasserbad) 
sowie bei 30°C (im Brutschrank), ist in Tabellen VIII, IX und X 
angefuhrt. 


TABELLE VIII. 


Wirkung der nach besonderem Verfahren geziichteten Sake-Hefe IV auf 
Glukose- und Galaktoselésung bei 30°C im Brutschrank. 


oa Ca. 300 mg%| Ca. 250 mg% | Ca. 200 mg% | Ca. 150 mg% | Ca. 100 mg% 


A B A B A B A B A B 


Wirkungs- é | 
dauer mg 7o mg% | mgVo mg mg% 


Vor 301.6] 250.8} 247.6] 207.3} 201.6] 170.1] 145.6} 130.0} 100.5] 83.8 
Gleich nach} 264.0) 231.3] 212.6] 190.4] 163.1) 149.3} 104.7/ 111.3} 69.6] 73.5 


30’ 16.4] 159.6) 19.7} 99.5 8.1} 70.0 3.6] 47.7 4.1] 22.9 
60’ 2.6| 70.4 Deli Zor 14) 14 1.4 7.4 0.3} 6.0 
90’ Sept) Noyes 0 5.5 0 AT 0.7 0.9 0.2); 1.5 
120° 1.8 2.1 ie) 0.8 0.1 1.6 1.3 2.7 ieiD|| ates) 
150’ 1.0 3.2 1.6 1.8 0.5 ltt lyf 1.4 Alas) ails) 


A: Glukose B: Galaktose 
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TABELLE IX. 
Wirkung der nach besonderem Verfahren geziichteten Sake-Hefe IV auf 
Galaktose im Blutfiltrat bei 38°C im Wasserbad. 


Konzentration 
der zugesetzten Ca. 300 mg% Ca. 200 mg% Ca. 100 mg% 
Galaktose 
Nee ES AY) Bae A Ble. 

Wirkungsdauer me% mg% mg% 
WGI 9) 132.6 | 484.2 1251.6 |163.2 | 331.8 | 168.6 | 137.6 | 209.9 | 72.3 
20’ 42.2 | 46.8 AD || BO | GPA 2.0 PASS | Bilas} 2.5 
307 41.0 | 43.0 2.0 | 34.4 | 34.4 0 32.2 2.2 0 


A: Reduktionswert des Blutfiltrates. 
B: Reduktionswert von Blutfiltrat + Galaktose. 
C: Berechneter Galaktosewert. 


TABELLE X. 
Wirkung der nach besonderen Verfahren geziichteten Sake-Hefe IV auf 
Galaktose im Blutfiltrat bei 30°C im Brutschrank. 


Konzentration 
der zugesetzten Ca. 300 mg% Ca. 200 mg% Ca. 100 mg% 
Galaktose | 
A BY Ca See | Ost ak a an 

Wirkungsdauer mg% mg % mgY 
Vor 140.6 | 380.3 | 239.7 | 148.9 | 312.8 | 163.9 | 148.3 |228.1 | 79.8 
Gleich nach 117.5 | 350.0 | 232.5 | 111.2 | 272.4 |161.2 | 119.3 |188.6 | 69.3 
30° 49.7 |208.1 |158.4 | 52.5 |186.7 | 84.2 | 48.0] 76.0 | 28.0 
60° 425.00120.89) 75.3) O34 |) SOM Nias octal OOO) nli4es 
90’ 42.1 | 57.0 | 24.9 | 53.6 | 56.2 2.6 | 46.0 | 48.2 2.2 
120’ 44.0 | 47.4 8.4 | 52.0 | 52.4 0.4 | 46.7 | 49.0 2.3 
150’ 42.6 | 44.8 2.2 | 49.4 | 49.9 0.5) 48.7 | 44.4 0.7 


A: Reduktionswert des Blutfiltrates. 
B: Reduktionswert von Blutfiltrat + Galaktose. 
©: .Berechneter Galaktosewert. 


Es muss also der Sake-Hefe IV, geziichtet nach besonderem 
Verfahren, die starkste Garkraft auf die Galaktose unter den hier 
untersuchten Hefesorten zuerkannt werden. 
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Aus dem obigen Resultat lasst sich die Galaktose im Blute aut 
der Weise quantitativ bestimmen, dass man zuerst die Glukose 
durch Garung mit 20%iger Fleischmann’schen Hefe-Emulsion 
aus dem Blute beseitigt, dann unter Verwendung von besonderer 
Sake-Hefe IV in gleicher Menge die Blutgalaktose in Gurung 
versetzt. Nimmt man also den Gesamtreduktionswert des Blutes 
als A an, denselben nach vollendeter Wirkung von Fleischmann’ 
scher Hefe als B, dgl. nach Wirkung von Sake-Hefe IV als © 
(=Restreduktion), so folgt daraus: 


Glukose = A—B, Galaktose = B—C. 


Es sollen unten einige Protokolle, willkiirlich aus vielen 
Galaktosebestimmungen im Blut herausgegriffen, folgen, bei denen 
vorher Galaktose intravenos oder intraperiponeal zugefiihrt worden 
war. Dabei wurde als Reagenz zur Bestimmung des Reduktions- 
vermogens von Ferricyanid Gebrauch gemacht. 


TABELLE XJ. 
Galaktose-Bestimmung im Blute nach intravenos eingespritzter Galaktose 
(pro kilo 1g). 


IN B C Galaktose 
mgYo mg mg% mgYo 
Vor der Injektion 145.6 34.2 34.2 
Nach d. Inj. 15’ 336.2 222.6 38.6 184.0 
30° 293.6 187.1 43.4 143.7 
60’ 254.0 146.6. 41.4 — 105.2 
90° 201.6 99.8 36.8 63.0 
120’ 170.4 66.2 35.9 30.3 
150’ 197.4 82.6 35.2 474 
180 156.4 444 35.4 9.0 


A: Gesamtreduktionswert. 
B: Reduktionswert nach der Girung von Fleischmann’scher Hefe. 


B30 Residualreduktionswert. 
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A B C Galaktose 
mg% mgYo mgYo mg7% 
Vor der Injektion 135.2 40.8 40.8 
Nach d. Inj. 15’ 317.0 190.6 48.9 141.7 
30’ 252.0 144.4 48.8 95.6 
60’ 208.0 99.8 47.4 52.4 
90’ PAL? 71.9 47.8 24.1 , 
120’ 186.2 51.4 44.4 7.0 
150’ 2203 40.8 43.0 — 2.2 


A: Gesamtreduktionswert. 


B: Reduktionswert nach der Girung von Fleischmann’scher Hefe. 


©: Residualreduktionswert. 


TABELLE XII. 
Schwankung der Galaktosewerte im Blute nach intraperitoneal 
eingefiihrter Galaktose (pro kilo 1.5 ¢). 


A B C Galaktose 
mg% mg% mg 7 mg Yo 
Vor der Injektion 174:2 45.4 
Nach d. Inj. 30’ 267.6 117.8 46.7 (Olea 
60’ 243.0 113.2 All! 66.1 
90’ 218.2 91.6 43.1 48.5 
120’ 2.03.6 80.2 41.1 39.1 
150’ 187.0 64.0 40.1 24.9 
180’ 178.6 53.8 39.6 14.2 
210’ 176.8 36.2 33.9 2.3 


A: Gesamtreduktionswert. 


B: Reduktionswert nach der Garung von Fleischmann ’scher Hefe. 


C: Residualreduktionswert. 


A B C Galaktose 
mg7 mg Zo mg Zo mg%o 
Vor der Injektion 147.2 45.9 
Nach d. Inj. 30’ 370.9 199.1 42.9 156.2 
60’ 343.8 154.5 39.1 115.4 
90’ 354.4 131.9 42.5 89.4 
120° 359.2 132.7 43.7 89.0 
150’ 320.4 109.7 39.3 70.4 
180’ 307.2 91.9 Dit 54.2 
210’ 301.2 78.9 36.1 42.8 


A: Gesamtreduktionswert. 


B: Reduktionswert nach der Girung von Fleischmann’scher Hefe. 


€: Residualreduktionswert. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


Es handelt sich hierbei um eine neue Methode zur Galaktose- 
bestimmung im Blute, und zwar mit dem Prinzip, dass die 
Fleischmann’sche Hefe Glukose in kiirzester Zeit vollstiindig 
spaltet, dagegen auf Galaktose fast unwirksam bleibt, und Sake- 
Hefe IV, wenn nach besonderem Verfahren geziichtet, auf 
Galaktose kraftig garend wirkt. 

Es wird zunachst mittelst einer 25% igen Fleischmann’schen 
Hefe-Emulsion die Glukose im Blut durch Garung beseitigt, dann 
mit Zusatz gleicher Menge Sake-Hefe IV besonderer Ziichtung die 
Blut-Galaktose in vollstandige Garung versetzt, mittelst dieser 2 
Hefesorten lasst sich der Galaktosegehalt im Blut quantitativ 
bestimmen. 

Es ist uns eine angenehme Pflicht, Herrn Dr. M. Takeda fiir 
seine Leitung und Herrn Prof. Dr. S. Kakiuchi (an der Kaiser- 
lichen Universitat zu Tokio) fiir Ratschlage und Korrekturen auch 
an dieser Stelle unseren aufrichtigen Dank zu sagen. 
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Canavanin is a basic amino acid of the constitutional formula 
NH»2:C(NH)-NH-O-CH2:CH2-CH(NH2):COOH, which was first 
found in Jack bean by Kitagawa and Tomiyama (1929). 
Canalin is a mono-amino acid produced from canavanin by the 
action of the liver ferment, canavanase. 

In the investigation on the mechanism of the formation of 
urea in pig liver, the amount of urea in the liver extract estimated 
by urease method was always recognized to be somewhat higher 
than that estimated by xanthhydrol method, provided that the liver 
extract to be tested was not heated previously before the estimation . 
of urea. When a study was made of the cause of such an abnormal 
value of urea as was found by urease method, it was shown to be 
due to the presence of some substance yielding urea in Jack bean, 
of which an aqueous extract was used as “irease solution for the 
estimation of urea. Namely, urea was known to be produced from 
some substance contained in Jack bean by the action of some liver 
ferment. Finally the substance was isolated from Jack bean as 
flavianate. This substance was ascertained to be a new amino acid 
and, therefore, after the scientific name of Jack bean, Canavalia 
ensiformis, it was named canavanin. 

Canavanin is found only in Jack bean and Canavalia lineata, a 
wild species of Canavalia, but not in the seeds of other Leguminosae 
plant so far as is known. It is contained in the free state to the 
amount of about 2.5 per cent. of dry matter in Jack bean, and is 
not detected in the cleavage products of Jack bean protein. 


23 
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I, PREPARATION OF CANAVANIN AND ITS PROPERTIES. 

A. Preparation of canavanin. 

Aceording to the method of Kitagawa and Yamada (1932), 
oil free Jack bean meal is extracted three times with 50% ethyl 
alcohol and the combined extracts are concentrated into syrup 
under reduced pressure. On adding a large amount of absolute 
alcohol to the syrup, canavanin is crudely precipitated as a viscous 
mass, and this treatment is repeated twice. Crude canavanin thus 
obtained is dissolved in water, and after sufficiently acidifying it 
to congored with H2SOxg, flavianice acid solution (about 20 g of acid 
per 100¢@ of meal) is added to it. So canavanin flavianate is 
erystallised and at least twice reerystallised from hot water. 

Free canavanin preparation obtained from such flavianate was 
afterwards discovered to be sometimes contaminated by some sub- 
stance also precipitable by flavianic acid. On account of this 
contamination, canavanin preparation sometimes shows a lower 
melting point and a lower nitrogen content than in the pure state. 
In a such case, for further purification, the impure canavanin is 
boiled with 10% HCl solution for several hours, by which treat- 
ment the contaminating substance is decomposed until no longer 
precipitable by flavianic acid, while canavanin suffers no change 
during the hydrolysis. After that it is evaporated into dryness to 
remove HCl as far as possible, and, dissolving the residue in water, 
it is again made into flavianate as described above and at least 
twice recrystallised from hot water. Or, rather before the first 
addition of flavianiec acid to the solution of crude canavanin 
precipitated with alcohol, it is boiled with 10% HCl solution for 
several hours and then treated in the same manner as the above 
method. On the other hand, Gulland and Morris (1935) 
obtained pure canavanin by means of isolating canavanin first as 
flavianate and then making it into ruffianate, which was free from 
the above contaminant. 

For setting canavanin free from the flavianate, an excess of 
baryta is added to flavianate and the resultant barium flavianate 
is filtered off from the alkaline solution of canavanin. There always 
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remains a little flavianie acid in the resulting solution, which, after 
removal of barium from the solution, is adsorbed off by charcoal. 
Then to the concentrated solution of free canavanin thus obtained 
is added some amount of absolute alcohol, so canavanin is gradually 
crystallised out in prisms. It is washed with cold 80% alcohol and 
recrystallised from dilute alcoholic solution. 


, 


B. Properties of canavanin. 


Canavanin is confirmed to be a-amino y-guanidoxy butyric 
acid, NH2-C(NH)-NH-O-CH:-CH2:CH(NH2):COOH, as shown 
in the following chapter. It is easily soluble in water, insoluble in 
alcohol and ether, and melts at 182°-183° under decomposition 
(Kitagawa and Yamada) and at 184° (Gulland and Morris). 
Its aqueous solution is alkaline to phenolphthalein and dextrorota- 
tory, [a]}=+8.09 (Kitagawa and Yamada) and [a]?=+7.9 
(Gulland and Morris). After Tomiyama (1935), the basicity 
of the guanidoxy group, NH2:C(NH):-NH-:O.-, of canavanin is far 
weaker than that of the guanido group of arginine and a little 
stronger than that of the imidazol group of histidine. It does not, 
reduce Fehling’s solution and ammoniacal silver nitrate solution 
even on boiling. 

Canavanin is precipitable by phosphotungstie acid, more com- 
pletely by mercuric chloride and sodium acetate even in a very 
dilute solution, and is also precipitated by silver nitrate in an 
alkaline solution. Canavanin, therefore, comes to the arginine 
fraction at its isolation from Jack bean extract by Kossel- 
Kutscher’s method. 

Canavanin gives the following colour reactions; greenish yellow 
by Nessler’s reagent, red on heating with ferric chloride, and a 
typical ninhydrin reaction. As the characteristic colour reaction, 
canavanin indicates a stable ruby colouration by irradiated nitro- 
prussid in a neutral solution. This reaction is sensitive even in a 
dilute solution (1:10,000) and is considered to be referred to the 
presence of the guanidoxy group, NH2:C(NH):NH-O-, in cana- 
vanin. In fact, both synthesized guanidoxy acetic acid, 
NH: C(NH)-NH-0O-CH2:COOH, and a-guanidoxy propionic acid, 
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NH.:C(NH):NH:-0O-CH(CH3):COOH, also indicate this reaction, 
but not glycocyamine, NH2:C(NH):NH-CH2:COOH, and arginine. 
Ordinary guanido fatty acids such as the latter two compounds 
indicate an unstable, reddish ruby colour by irradiated nitroprussid 
only in an alkaline solution, but not in a neutral solution. So far 
as is known this colour reaction is indicated only by semicarbazid 
and cyanamide, in addition to canavanin and guanidoxy acids. 
Inversely geuanidoxy fatty acids such as canavanin and guanidoxy 
acetic acid do not indicate both Sakaguchi’s reaction and diacetyl 
reaction for ordinary guanidine derivatives. 

After T. Harada in our laboratory, when canavanin 
thoroughly reacts with nitrous acid, three of four nitrogen atoms 
contained in it are liberated as free nitrogen, namely, two of them 
are liberated in five minutes at 20°, and the third requires at least 
two and half hours for the complete liberation. 

When neutral formol is added to the aqueous solution of free 
ecanavanin, which is alkaline to phenolphthalein, the alkaline 
solution becomes only neutral, but not acid. In the ease of 
canavanin neutralised to litmus by mineral acid, one of its four 
‘nitrogens is titrated by formol method. These facts show that only 
a-amino-nitrogen combines with formol, but not guanidoxy-amino- 
nitrogen at least at such an alkalinity. 


IJ. Sauts AND DERIVATIVES OF CANAVANIN. 


As a. base, canavanin forms salts with acids and yields 
acylamino derivatives, and at the same time as an acid, it forms 
salts with metals and esters with alcohols. 


1. Flavianate CsH1203N4 ; 2Cip He OgNoS. 


Canavanin flavianate is readily crystallised even from the very 
crude solution, so that it is used conveniently for the isolation of 
canavanin from the crude solution. It sinters at about 190° and 
then melts at 210°-215° under decomposition (Kitagawa and 
Yamada) and at 212° (Gulland and Morris). 
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De Picrate C5Hi1203N4:2CgH307Nsz. 

Canavanin yields two kinds of salt with picric acid, namely, 
the yellow di-picrate melting at 163°-164° and the reddish yellow 
mono-picrate melting at 220°. The di-picrate is usually produced 
in the presence of excess picric acid. 


Se Sulphate C5H1203N4° H2SO4. 

It is easily soluble in water, scarcely soluble in aleohol, and is 
erystallised from aqueous alcoholic solution in needles. Its aqueous 
solution is acid to congored and dextrorotatory, [a]¥=+19.41. 
It melts at 172° under decomposition. 


4.. Tribenzoyl canavanin C5H903N4(C6H;CO)s. 


Canavanin yields tribenzoyl derivative by means of alkaline 
benzoylation with benzoyl chloride. It melts at about 86°. 


5. Copper salt (C5Hy,03N4).Cu. 

Copper carbonate is dissolved in canavanin solution to form 
copper salt, formation of which indicates the presence of carboxyl 
group in the molecule of canavanin. Canavanin, however, always 
yields a mixture of ordinary copper salt and copper sulphate 
double salt, when treated with copper hydroxyde prepared in the 
usual way from copper sulphate solution by caustic soda. In fact, 
thus prepared copper hydroxyde is known to contain a large 
amount of basic copper sulphate, which becomes the cause of the 
formation of such a double salt. Ordinary mono-amino acid forms 
only ordinary copper salt even with such copper hydroxyde. 
Arginin, which is a stronger base than canavanin, yields no 
ordinary copper salt, differing from canavanin. Copper salt is 
easily soluble in water, insoluble in alcohol, and melts at 205°—207° 
under decomposition. 


6. Copper sulphate double salt (C;H1203N4) 2CuSOx. 

Canavanin yields a double salt with copper sulphate as 
described above. It is somewhat less soluble in water than ordinary 
copper salt and is crystallised from aqueous alcoholic solution in 
needles. It melts at about 190° under decomposition. 
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7. Methylester hydrochloride CoH1403N4°2HCL. 


Canavanin is readily converted into methyl ester hydrochloride 
on saturating its absolute methyl alcoholic suspension with dry 
hydrogen chloride gas. It is easily soluble in water, slightly soluble 
in aleohol, and its aqueous solution is weakly acid to litmus. It 
melts at 166°-167° under decomposition. 


III. REACTIONS OF CANAVANIN. 


A. Hydrolysis of canavanin into urea and canalin by the 
ferment, canavanase, 


Canavanin is readily converted into canalin, lberating one 
molecule of urea, by the liver ferment, canavanase. Namely, two 
of four nitrogen atoms of canavanin are liberated as urea, estima- 
tion of which is made by urease method, or by xanthhydrol method. 
Thus, the reaction is shown by the following equation :— 
NH2:C(NH):-NH-0O-:CHe:CHe:CH(NH2): COOH+ H20 

—NH:2:CO:-NH2+ NH2:0:CH2:CH2:CH(NH2):COOH. 

Canavanin is also hydrolysed by acid, but is more resistant to 
acid than to ferment. For instance, even when canavanin was 
boiled with cone. HCl for twenty four hours, about 80 per cent. of 
the original canavanin was again recovered unaltered from the 
resulting solution as flavianate and only 10 per cent. of the total 
original nitrogen was detected to be liberated as ammonia. Urea 
is scarcely detected in the canavanin solution when treated with 
boiling 20% HCl solution for a long time, and only when boiled 
with 60% H2,SO,4, some amount of urea is found in the resulting 
solution. Accordingly canavanin is somewhat less stable to acid 
hydrolysis than arginine, which is quite stable to acid hydrolysis. 

On the other hand, in contrast to acid hydrolysis, canavanin 
is rather more stable than arginine in the case of hydrolysis by 
alkali. It is known that when arginine is boiled with 50% NaOH 
for six hours, half of its total nitrogen quantitatively is liberated 
as ammonia, while, in the case of canavanin, only 15-20% of its 
total nitrogen is liberated as ammonia by the same treatment. On 
boiling with 5% baryta solution for about two hours, arginine is 
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converted into ornithin liberating urea, canavanin, however, 
scarcely yields urea with this treatment even if continued for seven 
hours. 

These distinctions between canavanin and arginine, with rela- 
tion to acid and alkaline hydrolysis, are referred to the different 
structures of the urea yielding groups of both compounds, namely, 
NH2:C(NH)-NH- in arginine and NH2:C(NH)-NH-O- in 
canavanin. 


B. Oxidation and reduction of canavanin. 


Arginine is known to yield guanidine on oxidation with barium 
permanganate. In the case of canavanin, however, guanidine is 
not detected at all in the resulting solution treated in the same 
manner. On the other hand, after Gulland and Morris (1935), 
when canavanin is heated with 60% hydrobromie acid at 160° in 
a sealed tube for five hours, some amount of guanidine is detected 
as picrate in the resulting solution, and this result was also 
ascertained in our laboratory, where the quantity of guanidine 
obtained from the reaction mixture amounted to about 80% of 
that required by theory. Guanidine thus obtained is considered 
to originate from the urea yielding group in canavanin. In spite 
of such a production of guanidine from ecanavanin, both Saka- 
guchi’s reaction for guanido fatty acids and diacetyl reaction for 
guanidine derivatives are not indicated by canavanin. 

These differences of behaviour between canavanin and arginine 
are also referred to the difference of their urea yielding groups, 
namely, guanidoxy group in the former and ordinary guanido 
group in the latter. 

Canavanin suffers no change on hydrogenation by platinum 
black, thus differing from canalin. 


IV. SYNTHESIS OF CANAVANIN AND ITS CHEMICAL 
CONSTITUTION. 


Canalin was confirmed to be y-O-hydroxylamino a-amino 
butyrie acid, NH2:O:CH»:CH2:CH(NH»): COOH, as shown in the 
following chapter, and the urea yielding group of canavanin was 
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assumed to combine with y-carbon of canalin as the guanidoxy 
group. 

Now after Kapfhammer and Miiller (1934), guanidine 
derivative, R-NH:-C(NH)-NHb, is readily prepared from amino 
compound, R-NH»2, by guanidation with methyl isourea, and, thus, 
they have synthesized a series of guanido fatty acids from corres- 
ponding amino acids. Then Kitagawa and Takani (1936) ap- 
plied this method to the synthesis of canavanin. At first, for the 
purpose of confirming the production of guanidoxy acid by the 
above method, O-hydroxylamino acetic acid, NH2.:O:CH,:COOH, 
was treated with methy] isourea, and the guanidian product obtained 
was ascertained to indicate the same colour reaction as canavanin 
by irradiated nitroprussid. The product was believed to be similar 
to guanidoxy acetic acid, NH2:C(NH):NH-0O:CH2:COOH, judg- 
ing from the mechanism of synthesis. 

Kitagawa and Takani (1936) tried to synthesize canavanin 
from canalin as a guanidine derivative in the following way :— 

Canalin was first benzoylated by benzoylchloride in the alkaline 
solution into dibenzoyleanalin, and dibenzoyleanalin was heated 
with 10% HeSO, at 100° in a short time to be partially hydrolysed 
into a-monobenzoyleanalin. oa-monobenzoyl eanalin isolated from 
the resulting solution was dissolved with excess of methyl isourea 
in methyl alcohol and the mixture was allowed to stand in a cold 
place for a long time. After that the non-reacted methylisourea 
and a-benzoyl canalin were removed from the resulting solution 
and then the guanidation product obtained was boiled with 10% 
HCl solution. After evaporating the solution into dryness, the 
residue was dissolved in water and added with flavianie acid. The 
flavianate thus obtained was identified with canavanin flavianate 
by its characteristic melting point and the free substance from the 
flavianate also indicated the general properties of canavanin. 

The process of synthesis is shown as follows :— 

NH2:O:-CH»CH2:CH(NH2):COOH canalin 

beznoylation 

CeH;CO-NH-O-CH2: CH. CH (NH: COC,H;) ‘COOH 

| partial hydrolysis 
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NH»-O-CH2: CH. CH(NH:COC,H;): COOH 


euanidation 
NH»2-C(NH):-NH-0-CH2:CH»:CH (NH: COC,;H;): COOH 
| hydrolysis 


NH2:C(NH)-NH-0-CH::CH2:CH(NH.)-COOH canavanin 

Thus, canavanin is ascertained to be identical with y-guanidoxy 
a-amino butyric acid and is considered the first example of the 
compounds of a new chemical group, guanidoxy group NH»2:C(NH) 
NH-O-, which are not yet known’ in the literature of organic 
chemistry. 


V. PREPARATION OF CANALIN AND ITS PROPERTIES. 

A. Preparation of canalin. 

Canalin is prepared from canavanin by the enzymatic method, 
as follows :— 

Crushed pig liver is extracted with twice its quantity of water, 
and twice its volume of aceton is added to the extract, so the 
ferment is precipitated together with liver protein. The precipitate 
is washed with water three times and the insoluble ferment pre- 
paration thus obtained is suspended in the same volume of water 
as the original extract, which ferment suspension has almost the 
same activity as the original extract. 

This suspension is added to 1.5% free eanayanin solution in 
the proportion of 15 ce. of suspension to 1 @ of canavanin without 
pH-buffer solution, and the mixture added with toloul is allowed to 
stand at 37° for about five days. After that the solution is slightly 
acidified with acetic acid and the coagulum is filtered. Then picric 
acid is added to the filtrate slightly in excess of the calculated 
amount, so canalin picrate is well crystallised in needles and twice 
recrystallised from hot water. The yield of canalin is about 75% 
of that required by theory. 


B. Properties of canalin. 


Canalin is a monoamino acid of the constitutional formula 
NH»: O:CH»:CH,:CH(NH2):COOH. It is easily soluble in water 
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and glacial acetic acid, scarcely soluble in alcohol, and is crystallised 
from aqueous alcoholic solution in lustrous needles without water 
of crystallisation. Its aqueous solution is neutral to litmus and 
laevorotatory, [a]2=—8.31. After Tomiyama(1935), its O- 
hydroxylamino group is so weakly basic, that it is difficult to 
distinguish it from its a-amino group in the basicity. It melts at 
214° under decomposition. 

Canalin does not reduce Fehling’s solution and ammoniacal 
silver nitrate solution on boiling. In general, O-hydroxylamino 
acid, NH2:O:CH(R):COOH, is known to have no reducing power, 
while N-hydroxylamino acid, HO-NH:CH(R):COOH, readily 
reduces Fehling’s solution, ete. Canalin is incompletely preci- 
pitated by phosphotungstic acid, but completely by mercuric 
chloride and sodium acetate even in a very dilute solution. 

It indicates the same colour reaction as canavanin by ferric 
chloride and a typical ninhydrin reaction as a-amino acid. Jaffe’s 
reaction by picric acid and alkali is the characteristic colour reac- 
tion for canalin as amino acid, which reaction is not indicated by — 
other amino acids and is considered to be referred to the presence 
of O-hydroxylamino group, NH»2-O-, in its molecule from the 
following facts. Hydroxylamine itself and its O-derivatives in- 
dicate this reaction, but not N-derivatives, as shown in the following 
table :— 


Hydroxylamine NH2OH., 
O-hydroxylamino acetic acid NH»2:O-CH»-COOH. 


Jaffe 
tg mee a-O-hydroxylamino propionic acid NH»:O-CH(CH:):COOH. 
aes Canalin NH2:O-CH»2:CH2:CH (NH2):-COOH. 
: Canalinie acid NH»2-O-CH2-CH»CH (OH)-COOH. 
a-benzoyl canalin NH2O-CH»CH»CH (NHCOC.H;):COOH. 
Jaties Benzhydroxamic¢ acid CsH;CO-NHOH. 


Benzoylhydroxylamino acetic acid C;sH;CO:-NH-O-CH::COOH., 
Dibenzoyl canalin C>-H;CO-NH-O:-CH»CH-»CH (NHCOG;H;)-COOH, 
y-ethyliden canalin CHs:CH :N-O-CH2-CH»-CH(NH:;)-COOH. 


reaction 
negative 


Canalin is recognized to be a-amino acid from its indication of 
ninhydrin reaction and the formation of copper salt by de- 
composing copper carbonate. One of its two nitrogens is estimated 
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as a-amino-nitrogen by formol method and van Slyke’s method. 
and the other one, non-amino-nitrogen, is ascertained to be O-hydro- 
xylamino-nitrogen by the result of hydrogenation of canalin and its 
synthesis, ete. 


VI. SALTS AND DERIVATIVES OF CANALIN, 


As a base, canalin forms salts with acids and yields acylamino 
derivatives, and at the same time as an acid, it forms salts with 
metals and esters with alcohols. 

1. Flavianate. 

It is more soluble in water than canavanin flavianate and melts 
at 211° under decomposition. 

2. Picrate C4Hi903Ne°2CeH307Nsz. 

It is soluble with difficulty in water and easily crystallised from 
the erude solution in needles, and, therefore, picric acid is used 
for the isolation of canalin. It melts at 193°-194° under decomposi- 
tion. 

3. Hydrochloride C4H1)03N2:14HCI. 

It is very hygroscopic, scarcely soluble in alcohol, and is 
erystallised from the aqueous alcoholic solution in needles. It melts 
at 166° under decomposition. 

4, Sulphate CyH1903Neo° #H2SOx. 

It is also very hygroscopic and melts at 97° under decomposi- 
tion. In general, canalin yields the salt of the general formula 
C4Hy)03N2:14HA with mineral acid, on erystallising from the 
medium almost free from acid, but yields the salt CyH1o03N2°2HA 
in the presence of excess acid in the medium, as is known in the 
ease of ornithine, which forms two kinds of salt with HCl, namely, 
C;Hi202N2°14HCl from the acid free medium and C;H1202N2° 
2HCI from the excess acid present medium. 

5. Dibenzoyl canalin CyHgO3N2(COCgH; ) >. 

Canalin yields dibenzoyl derivative on the alkaline benzoyl- 
ation with benzoylchloride. It is scarcely soluble in water, easily 
soluble in alcohol, and is always precipitated as a viscous mass 
from the aqueous solution. Its aqueous solution is acid to congored 
and it melts but not sharply at 75°-80°. 
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6. Dibenzoyleanalin lactim 
Co>H;CO:NH-O-CH2:CH2: CH—CO 
ie Me 


N O 
\we 
C. C.Hs 


To the above dibenzoyl canalin dissolved in glacial acetic acid 
is added an excess of acetic anhydride, so it is readily converted 
into lactim at ordinary temperature. This neutral product is not 
lactone, because dibenzoyl canalin undergoes no change however 
much heated in mineral acid solution. Lactim is insoluble in water, 
slightly soluble in cold alcohol, soluble in hot alcohol, and its 
aqueous alcoholic solution is quite neutral to litmus. It is crystal- 
lised from hot alcoholic solution in needles and it melts at 163°. 

7. a-monobenzoyl canalin 

NH2:O:CH2:CHe-CH(NHCOC.H;):COOH. 

On moderately heating dibenzoyleanalin with 5-10% HCl 
solution, the benzoyl radical combined with hydroxylamino group 
is first split off and a-monobenzoyleanalin is produced. It is dis- 
solved in acid solution to form the salt, differing from dibenzoyl- 
canalin. From its indication of Jaffe’s reaction and not of nin- 
hydrin reaction, the split benzoyl radical is considered to be one 
combined with hydroxylamino group. It melts at 150° and its 
aqueous solution is acid to litmus. 

8. Copper salt (C4H903Ne2)2Cu. 

Canalin decomposes copper carbonate to form copper salt, 
which fact shows the presence of carboxyl group in ecanalin. It 
merely changes to a black colour, but does not melt, on heating. 

9. Ethyl ester hydrochloride Cg6H1403N2:2HCI. 

Its methyl ester hydrochloride is not crystallisable, but ethyl 
ester hydrochloride is crystallised from aqueous alcoholic solution. 
It melts at 172°-173° under decomposition. 

10. y-ethyliden canalin 

CH;:CH:N:O:CHe:CHs:CH(NH2):COOH. 

During the formation of canalin from canavanin by liver 

ferment, a part of the canalin produced sometimes combines with 
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acetaldehyde to yield a natural condensation product CgH120,No, 
which acetaldehyde is believed to be produced from liver material 
during the fermentation. This product was ascertained by Kita- 
gawa, Sawada and Hosoki (1935) to be y-ethyliden canalin by 
synthesis from acetaldehyde and ecanalin. It is less soluble in 
water than canalin, scarcely soluble in alcohol, and is crystallised 
from aqueous alcoholic solution in lustrous needles. It melts at 
233°—234° under decomposition, and its aqueous solution is neutral 
to litmus and laevorotatory, [a]}®=—8.96°. 

Differing from canalin, it cannot be precipitated by mercuric 
chloride and sodium acetate and does not indicate Jaffe’s reaction. 
It also gives a typical ninhydrin reaction. From these facts, 
ethyliden group is considered to combine with hydroxylamino 
group. On a little heating with dilute mineral acid solution, it 
is readily converted into canalin and acetaldehyde. It decomposes 
copper carbonate to form an insoluble, lustrous copper salt, and 
one of its two nitrogens in estimated as a-amino-nitrogen by formol 
method and van Slyke’s method. 

Even if an excess of acetaldehyde be added to canalin, 
y-ethyliden canalin only is always obtained, but not di-ethyliden 
eanalin, CH3;-CH:N-O-CH2-CH2-CH(N:CH:-CH3):COOH, that 
is, In comparison with its a-amino group, its hydroxylamino group 
is known to be more readily condensed with aldehyde to form a 
stable oxime-like compound. 


VII. REACTION OF CANALIN. 


A. Formation of a-amino y-hydrory butyric acid on hydro- 

genation of canalin. 

After Kitagawa and Monobe (1933), when canalin is hydro- 
genated by means of platinum black, it readily absorbs two atoms 
of hydrogen liberating ammonia to be converted into a-amMino 
y-hydroxy butyric acid (1). Now after Meyer (1883), O-benzyl 
hydroxylamine, C>H;CH2:O-NHz, is converted into benzylalcohol 
and ammonia on reduction. In general, O-derivatives of hydroxyl- 
amine are considered to be converted into oxy compound and 
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ammonia on reduction. For the purpose of confirming this con- 
sideration, Kitagawa and Takani (1936) first tried to synthesize 
O-hydroxylamino acetic acid, NH2:O:CH2:COOH, and Kitagawa 
and K, Yamazaki (1936) a-O-hydroxylamino propionic acid, 
NH::0O:CH(CH;):COOH, and these compounds obtained were 
identified with that prepared formerly by Werner and his pupils 
(1893-1894), and then, on hydrogenating these compounds 
catalytically, the former was ascertained to yield glycollic acid (IT) 
and the latter lactic acid (II1), absorbing two atoms of hydrogen 
and liberating ammonia in the same manner just as in the case of 
eanalin, as follows :— 
(1) NH2:-O:CH::CH2:CH(NH:):-COOH + 2H 
= HO:CH:2:CH2:CH(NH:):COOH+ NH; 
(II) NH2-O-CH::-COOH+2H=HO-CH:-COOH+NHs 
(III) NH:-O:CH(CH;):COOH + 2H 
= HO-CH(CHs):COOH+ NHs. 

From these results, canalin was believed to be an O-derivative 
of hydroxylamine, which was ascertained by the synthesis as shown 
in the following chapter. 

B. a-amino y-hydroxy butyric acid. 

The above reduction product from canalin is a mono amino 
acid of the molecular formula CyH9O3N. It is easily soluble in 
water, insoluble in alcohol, and is erystallised from aqueous 
alcoholic solution in lustrous needles without water of crystallisa- 
tion. Its aqueous solution is very slightly acid to litmus and 
laevorotatory, [a|]4—=—8.20°. It indicates ninhydrin reaction, but 
not Jaffe’s reaction, and it is no more to be precipitated by the 
precipitants for canalin. It melts at 201°-202° under decomposi- 
tion and its total nitrogen is estimated as a-amino nitrogen by 
formol method and van Slyke’s method. 

On heating with HCl solution, it is readily converted into 
lactone hydrochloride, CysH;O2N-HCl:H20, which is crystallised 
from aqueous alcoholic solution with one molecule of water of 
crystallisation and melts at 223°-224° under decomposition. This 
oxy acid is benzoylated with benzoylehloride in the alkaline solution 
into a-monobenzoylamino y-hydroxy butyrie acid, HO:-CH»:CHb»: 
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CH(NH-COC>H;):COOH, which is searcely soluble in eold 
water, but somewhat soluble in hot water, and crystallised from 
hot water in needles. This benzoyl derivative melts at 140°- 
144°, does not give ninhydrin reaction, and its aqueous solution 
is acid to congored. On heating at 70° in 1% HCl solution for 
thirty minutes, this derivative is very easily converted into lactone, 
aaa ae which melts at 139°, is neutral to 


litmus, and laevorotatory in the alcoholic solution, [a]!’=—27.99°. 

It is converted into a-amino y-acetoxy butyric acid hydro- 
ehloride, (CH3;CO-O-CH2:CH2.:-CH(NH2):COOH)HCI, by acid 
acetylation with acetylchloride, which acetyl derivative is very 
hygroscopic, soluble in alcohol, insoluble in ether, and gives nin- 
hydrin reaction in contrast to benzoyl derivative. 

On the other hand, Gulland and Morris (1935) have 
obtained a-amino y-bromo butyric acid hydrobromide directly from 
canavanin, on heating at 160° with 60% HBr solution, which 
product was identified with that synthetically prepared by 
Fischer and Blumenthal (1907). From the formations of 
lactone and a-amino y-bromo butyric acid, ete., the reduction 
product from canalin is ascertained to be a-amino y-hydroxy 
butyric acid. 


VIII. SYNTHESIS OF CANALIN AND ITS CHEMICAL CONSTITUTION. 


Kitagawa and Takani (1936) have prepared O-hydroxyl- 
amino acetic acid by a different method from that formerly used 
by Werner (1893), that is, a-bromo acetic acid ethyl ester was 
brought together with benzhydroxamic acid in alcoholic solution 
containing equivalent potash, and after standing over night, benz- 
hydroxim acetie acid produced was isolated from the resulting 
solution and then hydrolysed with 5% HCl solution at 100° into 
O-hydroxylamino acetic acid, of which the hydrochloride melted at 
156° and was identified with that prepared from benzenyl amid- 
oxime and a-bromo acetic ester by Werner (1893). 

Now the attempt has been made to synthesize canalin as an 
Q-derivative of hydroxylamine from a-amino y-hydroxy butyric 
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acid with the above method by Kitagawa (1936), as follows :— 
a-benzoylamino y-butyrolactone described above was suspended 
in absolute ethyl alcohol and saturated with dry hydrogen iodide 
gas passed through calcium iodide, so lactone was violently iodized. 
The resulting solution was evaporated under reduced pressure into 
syrup, and on adding water to it, a-benzoylamino y-iodo butyric 
acid ethyl ester was crystallised in needles. This ester was insoluble 
in water, soluble in alcohol, and its aqueous alcoholic solution was 
neutral to litmus. It melted at 119°-120° and its iodine was 
readily precipitated by silver nitrate at ordinary temperature. 
Then the alcoholic solution of the ester (1 mol) was added to 
benzhydroxamie acid (1.5 mol) dissolved in alcoholic potash (1.5 
mol) and the mixture was shaken at 40° for five hours. After 
that, on concentrating the resulting solution, the non-reacted 
potassium benzhydroxamate was separated and filtered. On 
adding water to the concentrated filtrate, a-benzoylamino y-benz- 
hydroxim butyric acid ethyl ester, CgsH;C(OH) : N:O:-CHe2:CHe: 
CH(NHCOC,H;):COOC2H;, was precipitated as a viscous mass. 
The product, well washed with water, was boiled with 10% HCl 
solution for about two hours, and after removing benzoic acid 
separated, the filtrate was evaporated into dryness and the residue 
was dissolved in water. Then picric acid was added to the aqueous 
solution, so the picrate was crystallised in needles, which picrate 
melted at 194° under decomposition (canalin picrate 194°). The 
free substance obtained from the picrate was crystallised from 
aqueous alcoholic solution in needles, melted at 214° under de- 
composition (canalin 214°), and indicated the general properties 
of canalin. This syntheiszed compound was believed to have the 
constitutional formula NH2:O:-CH»:CH2:CH(NH2):COOH, judg- 


ing from the following mechanism of synthesis :— 


HO: CH:2:CH2CH (NH:): COOH 
benzoylation 

HO: CHe:CHs:CH(NHCOG.H;) COOH 
Lactone formation 

GED -CH2- was a C0 
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Todization in aleohol 

I-CHs-CH»:CH (NH:COC.H;) COOC2H; 

CcoHsC (OH) : NOK 

CsH;sC (OH) : N-O-CH2-CH2:CH(NH-COG.H;): COOC.H; 
Hydrolysis 

NH2:-O-CH2CH2-CH(NH:2) COOH 


Thus, canalin is determined to be a-amino y-O-hydroxylamino 
butyric acid and is the first instance for the derivative of hydroxyl- 
amine to be found in nature. 


TX. CANAVANASE. 


The ferment canavanase, which hydrolyses canavanin into 
canalin and urea, is contained in the liver of Mammalia. This 
ferment is easily extracted with water from liver and is precipitated 
from the extract with aceton in the active state. Its maximum 
activity is found at pH 7.7, and it does not need any anxosubstance 
for its activity, because, if canavanase precipitated from aqueous 
extract with aceton be thoroughly washed with water, such a pre- 
paration free from the soluble matter contained in liver has still 
the same activity as the original extract. 

The activity of canavanase is determined in the following way ; 
4ce. of eanavanase solution, which is prepared by extracting 
erushed pig liver with four times its quantity of water, is added to 
16 ce of 0.6% canavanin solution buffered with phosphate mixture 
(pH 7.7), and the mixture with toloul added is allowed to stand 
at 37° for 14 hours. After that the mixture is neutralised with 
H.S0Oq4, heated at 90° for 10-15 minutes to destroy canavanase, and 
its produced urea is estimated by urease method. The value of 
urea-nitrogen thus determined shows the activity of canavanase, 
for example, in the above reaction system, 58% of canavanin used 
as substrate was found to be hydrolysed for 14 hours. 


X. PHYSIOLOGICAL ACTIONS OF CANAVANIN. 


Canavanin is contained in Jack bean to the amount of about 
2.5% of dry matter in the free state and such high content of free 
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amino acid in seeds is searcely elsewhere known in the vegetable 
kingdom. Accordingly Kitagawa and T. Sakamoto studied the 
change of canavanin at the germination of Jack bean, in order to 
make clear the meaning of its plentiful existence in the seed. 
According to this investigation, canavanin was first transfered 
almost intact from cotyledon to stems and leaves of young plant 
at the time of germination and then gradually disappeared with 
the growth of plant as shown in the following table :— 


Mean quantity of canayanin 
contained in individual(g) 
XAOS Kanne Ole KEE Baoacpasonosnncasys 0.0631 (in seed) 

im cotyledon sar ate 0.0032 
in stems and leaves . .0.0388 


Stage of growth of plant. 


18 days after sowing (height of plant, 45 ¢m) 0.0420 


28 days after sowing (height of plant, 90cm) 0.0108 


Canavanin was contained to the amount of 6.06% by dry 
weight in the young plant, which attained to the height of 45 em, 
and yet, only traces of canavanin were found in the fully grown 
plant. Canavanase could not be detected in the germinated seed. 

The content of canavanin in the seeds, which were reaped at 
several stages of ripeness, was investigated, as follows :— 


Mean weight of fresh seed Mean quantity of canavanin 
per individual (¢) contained in individual (¢) 
0.38 (reaped in September, quite green) .............. traces 
WL siccapenc aroha nite i arena a aherciaene onatede ale eeahe ake TN eR CEE este oe ee 0.0065 
DED Tosa raharouck sta eh oe ee Oke, OPER e ar eens elon on taker Meee 0.0191 
5.59| (reaped in) December, fully ripe) 9. ....4..0600.40- 0.0610 


It is not yet clear what meaning the presence of canavanin 
in the seed has physiologically. 

On the other hand, Ogawa (1934) has observed the promoting 
effect of canavanin on the growth of young rats weighing about 
40 ¢. He fed young rats with the basal diet, which consisted of 
dextrin, crude soy bean protein, olive oil, liver oil, and salt mixture, 
and in the case when canavanin was added to the above diet in the 
proportion of 0.1 g of canavanin per kg of body weight per day, 
the average body weight of rats on the 40th day was found to 
amount to 146% of that of rats fed with the diet containing no 
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canavanin. 

Kitagawa and Wada (1935) have also studied the nutritive 
value of canavanin for young rats fed with the vitamin-B. free 
diet, which consisted of extracted rice meal, extracted fish protein, 
hardened soy bean oil, and salt mixture, to which was added a pure 
preparation of vitamin A, B;, and D. On feeding young rats 
weighing about 40 ¢ with the above diet for 8 days, the increase 
of body weight of young rats almost ceased, and then canavanin 
was given to rats, but no growth promoting effect was observed 
from canavanin, differing from the case of vitamin-Bo. 

From these results, it is evident that the problem of the nutri- 
tive value of canavanin awaits solution in the future. 
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STUDIEN UBER DAS HISTOZYM. 


VON 
HIROSHIGE AKIZUKI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 21. Oktober 1936.) 


Die fermentative Spaltbarkeit der Benzoyl- und anderen 
Acylderivate verschiedener Aminosduren ist seit den Untersu- 
chungen von Schmiedeberg (1881) eine altbekannte Tatsache, 
und es ist schon eine Reihe diesbeziiglicher Arbeiten verdéffent- 
licht worden. Darunter ist die Behauptung von S6 (1930) _be- 
merkenswert, dass die Schweineniere Hippursiure, Benzoylas- 
paragin und Benzoyltyrosin zu hydrolysieren vermag, wihrend die 
Hundeniere Hippurséure und Benzoylasparagin, aber kein Benzoyl- 
tyrosin hydrolysiert, und ferner dass die Sehweineleber nur 
Hippurséure hydrolysiert, wohl aber Benzoylasparagin und 
Benzoyltyrosin nicht. S6 bediente sich bei dem Experiment Organ- 
pulvers als Histozym, das aus Leber, Niere und Muskel von 
Schwein, Hund oder Huhn durch Aceton- und Atherbehandelung 
hergestellt wurde. Ob das von ihm beobachtete Verhalten der 
Benzoylaminosduren auch bei Versuchen mit frischen Organen uw. a. 
gelten wird, ist eine andere Frage. Wir interessieren uns aber 
dafiir, dass alle zur Anwendung gekommene Fermentpraparate 
Hippursdure zu hydrolysieren vermégen, wihrend einige davon 
weiter auch auf Benzoylasparagin hydrolytische Wirkung entfalten 
und besondere bestimmte Organe ferner auch Benzoyltyrosin 
hydrolysieren. 

Diese Tatsachen kann man auf zweierlei Weise erklaren: 
1) In Anwesenheit eines gewissen unbekannten Aktivators bewirkt 
das Hippursiure spaltende Ferment auch die Hydrolyse des 
Benzoylasparagins, und bei der Zusammenwirkung eines anderen 
Aktivators tritt auch die Hydrolyse des Benzoyltyrosins in Hr- 
scheinung. 2) Fermente, die Hippursaure, Benzoylasparagin und 
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Benzoyltyrosin hydrolysieren kénnen, sind nicht einheithch, 
sondern fiir sich spezifisch und verteilen sich je nach den Organen 
verschieden. Da die Extraktion der Benzoylaminosaure spaltenden 
Fermente aus dem Organpulver sehr schwierig war, so habe ich 
einfach Glycerinextrakt der Schweineniere zum Experimente 
herangezogen. Dieses Organ ist nach S6 imstande, Hippursaure, 
Benzoylasparagin und Benzoyltyrosin zu hydrolysieren. Unser 
Glycerinauszug konnte bei PH 7 unter den spater Erwahnung 
findenden Versuchsbedingungen binnen 24 Stunden Hippursaure 
zu 53%, Benzoylasparagin und Benzoyltyrosin zu je 18% zur 
Hydrolyse bringen. Durch Fortfiihrung der Versuche mit diesem 
Extrakt gelang es mir nachzuweisen, dass sich diese drei Benzoyl- 
aminosduren durch das entsprechende spezifische Ferment spalten 
lassen. Ich méchte vorliufig fiir sie die Benennung von Glycin-, 
Asparagin- und Tyrosinhistozym vorschlagen, indem ich mich an 
die von alters her gebrauchliche Benennung yon Histozym anlehne. 
Es ist auch hdchstwahrscheinlich, dass das Glycinhistozym iiber- 
haupt Benzoylderivate der aliphatischen Monoaminocarbonsaéuren 
und das Asparaginhistozym auch Benzoylglutamin, ferner das 
Tyrosinhistozym wieder auch Benzoyl-phenylalanin zu hydro- 
lysieren vermag. Im folgenden will ich zunachst mitteilen, wie die 
Isoherung von den 3 Histozymen unternommen wurde. 

Der, Glycerinextrakt wurde zuerst bei 55° 5, 10, 20 resp. 30 
Minuten erhitzt und abzentrifugiert. Bei Versuchen mit den auf 
diese Weise erhaltenen tiberstehenden Fliissigkeiten merkte man, 
dass bei langerer Erhitzungsdauer das Spaltungsvermégen des 
Glycerinextraktes fiir das Benzoyltyrosin eine Abnahme erfuhr 
und nach 30 Minuten langer Erhitzung zum vollstinidgen Ver- 
schwinden kam, wahrend sich die Hydrolyse des Benzoylasparagins 
durch 10 Minuten lange Erhitzung etwa nur zur Halfte herabsetzte 
und dann weiter unverandert blieb, und die der Hippursiure dureh 
die Erhitzung tiberhaupt keine Verminderung erfuhr. Durch die 
durch 30 Minuten langes Erhitzen hervorgebrachte Inaktivierung 
des Tyrosinhistozyms konnte also ein Gemisch von Glycinhistozym 
und Asparaginhistozym gewonnen werden. Dieses Experiment 
verspricht die Trennbarkeit letztgenannter 2 Fermente voneinander. 
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So habe ich den erhitzten Glycerinauszug mit Kaolin, Calcium- 
carbonat, Magnesiumhydroxyd oder Magnesiumearbonat geschiittelt 
und abzentrifugiert, um mit der iiberstehenden Fliissigkeit auf die 
3 Benzoyl-Aminosiuren zu untersuchen. Wie erwartet wurde 
Benzoyltyrosin in keinem Falle hydrolysiert, wihrend der mit 
Kaolin oder CaCO3 behandelte Extrakt sogar Hippursiiure 37 resp. 
36% und Benzoylasparagin 10 resp. 11% zur Hydrolyse bringen 
konnte. Dagegen aber war der mit Magnesiumhydroxyd oder Mg 
COs; geschiittelte Extrakt imstande, Hippursiiure 16-26% zu 
hydrolysieren, wobei es sich aber dem Benzoylasparagin gegeniiber 
inaktiv verhielt. Somit war aus der Schweineniere das Glycin- 
histozym asparagin- und tyrosinhistozymfrei herstellbar. Da im 
Glycerinextrakt die Abzentrifugierung des Magnesiumearbonats 
dem Magnesiumhydroxyd gegeniiber leichter von statten geht und 
die Ausbeute des Glycinhistozyms beim ersteren viel groésser ist, 
so zieht man zur Darstellung des Glycinhistozyms vor, das erhitzte 
Glycerinextrakt mit Magnesiumearbonat zu behandeln. Wie 
oben beschrieben, enthalt der bei 55° 30 Minuten lang erhitzte 
Glycerinextrakt Glycinhistozym und Asparaginhistozym. Dieser 
Extrakt kann man zur Isolierung des Asparaginhistozyms benutzen, 
Aber die Aktivitit des Asparaginhistozyms erfuhr durch die Er- 
hitzung eine Abnahme um die Halfte. Zur Isolierung des 
Fermentes ist eine groéssere Aktivitéit wiinschenswert.. Bei 30 
Minuten langer Erhitzung auf 55° habe ich vorerst den Gyleerin- 
extrakt mit gleicher Menge Wasser verdiinnt, wobei gefunden 
wurde, dass die so hergestellte Fermentlésung Hippursaure 38%, 
Benzoylasparagin 14% hydrolysierte, aber Benzoyltyrosin nicht. 
Die Wirkung des Glycinhistozyms ist derjenigen, welche durch 
Erhitzung des unverdiinnten Glycerinauszugs hergestellt wurde, 
gegeniiber schwacher, dagegen ist der Abschwachungsgrad der 
Wirkung des Asparaginhistozyms kleiner. Bei der Behandlung des 
erhitzten Glycerinetxraktes mit Mag. carbonat erfolgt die Adsorp- 
tion des Asparaginhistozyms, wie oben beschrieben. Dem abzentri- 
fugierten Magnesiumearbonat wurde Glycerin-1% Hieralbumin- 
lésung (1:2) hinzugefiigt, das Gemisch mit NH3 schwach alkalisch 
gemacht und zentrifugiert. Die auf diese Weise gewonnene tiber- 
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stehende Fliissigkeit wurde mit Salzséure neutralisiert und zur 
Untersuchung herangezogen. Dabei war die Hydrolyse der 
Hippursiure 4% und die des Benzoylasparagins 14%. Wenn auch 
die Trennung der zwei Histozyme nicht vollstandig vor sich geht, 
so kann man doch sehen, dass die Adsorption reversibel ist und 
gegebenenfalls Benzoylasparagin leichter als die Hippursaure zu 
spalten ist, was wohl die Isolierbarkeit des Asparaginhistozyms 
andeuten kénnte. Einen anderen Versuch mochte ich hinzufiigen. 
Der erhitzte Glycerinextrakt wurde mit verdiinnter Essigsaure 
(M/2) angesdiuert (Pu 5) und der dabei entstandene Niederschlag 
abzentrifugiert. Diese Fermentlésung hydrolysierte Hippursaure 
41% und Benzoylasparagin 11%. Sie wurde dann in der Kalte 
mit gleicher Menge Alkohol versetzt, der abgeschleuderte Boden- 
satz in Glycerin-Wasser (2:1) aufgeschwemmt und mit verdiinnter 
Natronlauge neutralisiert. Durch diese Fermentlosung konnte 
Hippursaure 3%, Benzoylasparagin 18% hydrolysiert werden. 
Dadurch konnte ich feststellen, dass aus der Glycerinlosung, welche 
ein Gemisch von Glycinhistozym und Asparaginhistozym enthalt, 
durch Zusatz gleichen Volumens Alkohol das letztere fallt aber das 
erstere in Losung bleiben kann. Aber dieses niedergeschlagene 
Asparaginhistozym enthalt auch noch eine geringe Menge von 
Glycinhistozym. So habe ich jenes mit einem Gemisch von Acetat- 
puffer (Pu 5) und Alkohol gewaschen, doch konnte ich es von 
Glycinhistozym nicht befreien. Wenn man aber das gefiallte 
Asparaginhistozym in Glycerin-1% Ammoniak (2:1) lost und mit 
Essigsaure wieder zu Pu 5 ansauert und auf den durch Zusatz von 
gleichem Volumen Alkohol fallbaren Niederschlag untersucht, so 
ergibt sich, dass dieser das Benzoylasparagin 12% hydrolysiert, 
aber Hippursaure und Benzoyltyrosin gegeniiber unwirksam ist. 
So konnte ein schlagender Beweis fiir die Hinheitlichkeit des 
Asparaginhistozyms erbracht werden, wodureh man _ darauf 
schlhessen kann, dass das Benzoylasparagin hydrolysierende 
Ferment kein irgendwie aktiviertes Glycinhistozym darstellt. 

Aus den obenangefiihrten Ergebnissen kann man mit Recht 
schhessen, dass auch das Tyrosinhistozym von Glycin- und 
Asparginhistozym wesensverschieden und die Isolierung jenes 
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Fermentes moéglich sein wird. Wie oben beschrieben, enthilt die 
uberstehende Fliissigkeit, welche aus dem bei 55° 30 Minuten lang 
erhitzten Glycerinauszug der Schweineniere gewonnen wurde, wohl 
das Glycin- und Asparaginhistozym aber kein Tyrosinenzym, sodass 
man nattiricherweise annehmen kann, dass in dem _ abzentri- 
fugierten Bodensatz Tyrosinhistozym vorhanden sei. Diese An- 
nahme konnte auch experimentell zum Nachweis gebracht werden. 
Vor dem Erhitzen bewirkte der Glycerinauszug 69% Hippursiure, 
27% Benzoylasparagin und 27% Benzoyltyrosin Hydrolyse, 
wahrend der durch Erhitzung entstandene Niederschlag 21% 
Benzoyltyrosin zur Hydrolyse bringen konnte. Er enthielt aber 
noch Glycinhistozym und Asparaginhistozym in reichlicher Menge. 
Um diese zu entfernen, wurde der Bodensatz mit M/45 Phosphat 
(Ph 6.5) ausgewaschen, wonach MHippursiure und Benzoyl- 
asparagin 21 resp. 12% hydrolysiert wurden und die Hydrolyse 
des Benzoyltyrosins 20% betrug. So habe ich den gleicherweise 
gewonnenen Bodensatz mit Glycerin-1%Ammoniak (2:1) emul- 
siert, mit verdiinnter Salzséure neutralisiert, dann verdiinnten 
Phosphatpuffer (Pu 6.5) zugesetzt und bei 55° 15 Minuten erhitzt 
und abzentrifugiert. Der auf diese Weise erhaltene Bodensatz 
konnte Benzoyltyrosin zu 16% hydrolysieren, wihrend Hippur- 
sdure und Benzoylasparagin keine Hydrolyse erfuhren. So konnte 
das Tyrosinhistozym glycin- und asparaginhistozymfrei hergestellt 
werden. Also liessen sich schliesslich Glycin-, Asparagin- und 
. Tyrosinhistozym ganz selbststandig isolieren. 

Im obengenannten Experimente wurde zur Isolierung des 
Histozyms der Glycerinextrakt der Schweineniere als die Ferment- 
lésung herangezogen. Dieser Glycerinextrakt vertragt die Dialyse 
nicht. Im Kollodiumsack entsteht dabei reichlicher Niederschlag 
und weder dieser Niederschlag noch die iiberstehende Losung, und 
wenn auch noch die beiden gemischt, bewirkt die Spaltung der 
3 Benzoylaminosiuren. Auch der bei 55° 30 Minuten erhitzte und 
abzentrifugierte Glycerinextrakt wurde durch Dialysieren inakti- 
viert. Wenn das Histozym iiberhaupt in wasserige Losung zu 
bekommen wire, wiirde die Niederschlagbildung in dem Extrakt 
beim Wegdialysieren des Glycerins sicher mit der Fermentinakti- 
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vierung zu tun haben miissen. Daher habe ich die wassrige Ex- 
traktion der Schweineniere unter verschiedenen Bedingungen 
unternommen. Zuerst wurde die Extraktion derart versucht, dass 
der Organbrei mit verdiinnter Lésung von Ammoniak, Natrium- 
carbonat oder Essigsiure unter Chloroformzusatz im Hisschrank 
oder Brutofen autolysiert wurde. Die auf diese Weise gewonnene 
wasserige Losung war in keinem Falle imstande, Hippursaure zu 
hydrolysieren. Aber als der Organbrei mit 10%iger Rohrzucker- 
ldsung extrahiert worden war, wurde zufallig beobachtet, dass der 
Extrakt die drei Benzoylaminosiuren in fast gleichem Grade wie 
der Glycerinextrakt hydrolysierte. Mit anderen Worten gesagt, 
ist es mir gelungen, das Histozym in Abwesenheit von Glycerin 
als wiasserige Losung zu erhalten. Der Rohrzuckerextrakt, welcher 
Hippursaure, Benzoylasparagin und Benzoyltyrosin 64%, 20% 
resp. 20% zu spalten imstande war, wurde dann bei 55° 30 Minuten 
erhitzt. Der dabei entstandene Niederschlag wurde entfernt und 
die so erhaltene wasserige Losung konnte Hippursaure zu 56% 
spalten, wobei sie Benzoylasparagin und -tyrosin gegentiber un- 
wirksam war. Diese Glycinhistozymlosung enthalt reichlich Rohr- 
zucker. Als sie aber gegen 1% Kochsalzlosung dialysiert und der 
dabei entstandene Bodensatz abzentrifugiert wurde, konnte man 
ganz klare Glycinhistozymlosung gewinnen. Andererseits zeigte 
der beim Erhitzen des Rohrzuckerextraktes entstandene Bodensatz 
nur eime schwache hydrolysierende Wirkung gegeniiber den 3 
Benzoylaminosauren, daher wurde er weiter zur Isolierung des 
Asparagin- und Tyrosinhistozyms nicht benutzt. 

Dass das schwer mit Wasser extrahierbare Ferment in der An- 
wesenheit von Rohrzucker in Lésung geht, ist von grossem Interesse, 
was auch bei Herstellung anderer Fermente gut benutzt werden 
konnte. Der Rohrzucker hat mit-der Stabilitit des Histozyms 
nichts zu tun, da er dureh die Dialyse entfernt werden kann. Da 
die 3 Fermente, welche Benzoylglycin, Benzoylasparagin resp. 
Benzoyltyrosin spalten, einzeln voneinander isoliert gewonnen 
werden kdnnen, und diese 3 Substrate je fermentativ spezifisch 
gespalten werden kénnen, so ist es auch bedeutungsvoll, auf die 
folgenden 2 Punkte niher einzugehen. 1) Verhalten sich Benzoyl- 
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glyeylglycin, Benzoylglyeylasparagin und Benzoylglyeyltyrosin, 
bei denen anstatt der Benzoylgruppe von den oben besprochenen 
Benzoylaminosduren Benzoylglyeylgruppe eingefiihrt ist, bei der 
fermentativen Hydrolyse auch spezifisch? 2) Wenn anstatt der 
obengenannten 3 benzoylierten Aminosiuren die anders acylierten 
z. B. Chloracetylaminosduren als Substrat verwendet werden, wie 
verhalten sich dann diese dem Glycin-, Asparagin- und Tyrosin- 
histozym gegeniiber ? 

Zuerst mochte ich die erste Frage behandeln. Die Hippuryl- 
aminosduren sind bekanntlich Substrate der Carboxypolypeptidase. 
Ich konnte auch feststellen, dass das Trypsin (Griibler), welches 
sich den obenbeschriebenen 3 Benzoylaminosiuren gegeniiber als 
unwirksam erweist, wohl Benzoylglycylglycin aufspaltet. Dass 
Anegriff des Trypsins auf das Benzoylelyeylglycin an der Bindung 
zwischen Benzoylglycin und Glycinrest erfolgt, ist schon von 
Utzino(1928) festgestellt worden. Es gelang mir auch in gleicher 
Weise nachzuweisen, dass die Hippursaure aus dem Benzoyl- 
elyeylasparagin durch Trypsinwirkung entsteht, was darauf hin- 
weist, dass die Carboxypolypeptidase, welche bei Benzoyldipeptid 
endstindige Aminoséure abspalten kann, und das Benzoylamino- 
sdure spaltende Histozym zueinander keine Beziehung haben. Nun 
erhebt sich die Frage, ob das Histozym auf Benzoyldipeptid ein- 
wirkt und Benzoesdure abzuspalten vermag. Um dieser Frage 
naherzutreten, muss das Histozym aber sowohl von Carboxypoly- 
peptidase als auch von Dipeptidase frei bereitet werden, was ich 
leider nicht verwirklichen konnte. Das aus dem Glycerin- und 
Rohrzuckerextrakt der Schweineniere isolierte Glycinhistozym 
vermag Glycylglycin, Glycylasparagin und Pepton (Witte) stark 
zu hydrolysieren, was auch beim isolierten Asparagin- und Tyrosin- 
histozym heobachtet wird. Ich habe weiter mit dem erhitzten und 
dialysierten Rohrzuckerextrakt bei verschiedenen Px Adsorptions- 
versuche mit Kaolin, Tonerde, Hisenhydroxyd u.s.w. unter- 
nommen, wodureh aber das Glycinhistozym frei von Dipeptidase 
und peptonspaltendem Ferment nicht gewonnen werden konnte. 

Aber ich habe wihrend dieses Versuches Benzoylglycylas- 
paraginsiure und Benzoylasparagylmonoglycin dargestellt und 


50 H. Akizuki: 


darauf Trypsin einwirken lassen. Benzoylglycylasparagin ist 
durch Trypsin leicht hydrolysierbar, wiaihrend sich jene beiden 
Benzoyldipeptide nicht spalten liessen. Es gelang Nakashima 
(1927) nachzuweisen, dass das Glyeylasparagin durch Darmerepsin 
leicht hydrolysierbar ist, dagegen Asparagylmonoglycin und 
Glycylasparaginsiure schwer zu spalten sind. Spater konnte 
Grassmann und Beyerle (1984) feststellen, dass durch isolierte 
Dipeptidase auch Glycylasparagin leicht und Glycylasparaginsaure 
schwer hydrolysierbar, aber Asparagylmonoglycin unspaltbar ist. 
Dass die von der Dipeptidase schwer hydrolysierbaren Asparagin- 
saure-peptiden bei dem weiteren Benzoylieren der tryptischen 
Hydrolyse widerstehen, ist bemerkenswert. Ausserdem méochte ich 
hier hinzufiigen, dass das Benzoylisoasparagin wie das Benzoyl- 
asparagin von dem Glycerinextrakt ‘der Schweineniere gvespalten 
wird. 

In bezug auf einzelne Isolierung verschiedener Histozyme 
erhebt sich nun die 2. Frage: das Verhalten dieser Fermente 
gegentiber dem Chloracetyl- glycin, -asparagin und -tyrosin. Aus 
meinen Experimenten ergibt sich, dass Glycinhistozym Chlor- 
acetylelyecin und Chloracetylasparagin zu hydrolysieren imstande 
ist, was beim Asparaginhistozym ebenfalls der Fall ist. Diese 
Fermente kénnen aber keine Wirkung auf Chloracetyltyrosin aus- 
tiben. Tyrosinhistozym entfaltet keine Wirkung gegeniiber der 
Chloracetylverbindung des Asparagins und Glycins, wie es bei 
seiner Benzoylverbindung der Fall ist, es kann aber das Chlor- 
acetyltyrosin hydrolysieren. Aus diesem Resultat kann man wohl 
schhessen, dass Chloracetyl-glycin und -asparagin sich enzymatisch 
anders als das Chloracetyltyrosin verhalten, aber wenn man 
ausserdem die Hydrolyse der Chloracetylaminosiuren der Histo- 
zymenwirkung zuschreiben will, so ist das sicher zu weitgehend, 
weil es dazu noch systematischer Versuche mit den anderen 
Acylderivaten der Aminosiiuren ausser den Benzoyl- oder Chlor- 
acetylverbindungen bedarf. Die Chloracetylaminosaduren besonders 
das Chloracetyltyrosin ist im allgemeinen als ein spezifisches Sub- 
strat der Carboxypolypeptidase anerkannt. Aber ob das Ferment, 
welches bei Polypeptiden oder acylierten Dipeptiden endstandige 
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Aminosaure abspaltet, mit den solche Chloracetylaminosiuren auf- 
spaltenden identisch sei, muss weiteren Untersuchungen  vor- 
behalten werden. Ich konnte ja beobachten, dass das Trypsin- 
praparat, das sich sowohl den Benzoyldipeptiden wie auch dem 
Pepton gegeniiber wirksam erwies, die Chloracetylderivate des 
Glycins, Asparagins und Tyrosins nicht hydrolysieren konnte. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


I. Substrate. 


1) Hippursaure (Merck) wurde einmal aus heissem Wasser 
umkristallisiert. 

2) Benzoylasparagin: Friiher hat S6 (1930) das Asparagin 
mit wbersehiissigem Benzoylchlorid bei carbonat-alkalischer Reak- 
tion benzoylert. Folgende Herstellung ist aber bequemer. 

26 g Asparagin wurde gepulvert, in 210 cem kaltem N-NaOH 
gelost, und in diese Losung, immer eiskalt gehalten, versetzt man 
wie iiblich abwechselnd 28 g Benzoylchlorid in 100 cem Ather und 
110 cem 2n-NaOH. Nach zehn Minuten beseitigt man den tiber- 
stehenden Ather und macht die wiisserige Losung durch Zusatz 
von 380%ige HCl schwach kongosauer. Der ausgefallene Nieder- 
schlag wird abgesaugt, mit Ather gewaschen und aus dem Wasser 
umkristallisiert. Schmelzpunkt 189°. 

Analyse: 

0.1098 g Substanz liefert 0.0128 ¢ Kjeldahl N. 
CuHiN20. (236.11) gefunden N 11.8% 
berechnet N 11.9% 

3) Benzoyltyrosin: Es wurde nach S6 aus dem Benzoyl- 
tyrosinadthylester hergestellt, der durch Benzoylieren des Tyrosin- 
aithylesters in Chloroform zu bekommen war. Schmelzpunkt 165°. 

Analyse: 

0.1580 g Substanz liefert 0.0076 g Kjeldahl N. 
CisHisNO, (285.13) gefunden N 4.8% 
berechnet N 4.9% 

4) Benzoylglycylglycin. 

5) Benzoylglycylasparagin. 

6) Benzoylglycylasparaginsiure. 
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7) Benzoylasparagylmonoglycin. 

Glycyl-glycin, -asparagin, -asparaginsiure und Asparagyl- 
monoglycin wurden von Suzuki (1931) in hiesigem Institut her- 
gestellt und aufbewahrt. Benzoylierung nach dem Prinzip der oben 
beschriebenen Benzoylasparagin-herstellung. Der Schmelzpunkt 
und die Analyse jedes aus dem Wasser wmnkristallisierten Benzoyl- 
dipeptids sind wie folgend: 

Benzoylelyeylglycin: Schmelzpunkt 207°. 

Analyse: 

0.0837 g Substanz liefert 0.0099 g Kjeldahl N. 


CuHieN2O. (236.11) gefunden N 11.8% 
berechnet N 11.9% 
Benzoylelycylasparagin: Schmelzpunkt 182°. 
Analyse: 
0.0568 g Substanz liefert 0.0083 g Kjeldahl N. 
CisHasN20s (293.14) gefunden N 14.2% 
berechnet N 14.3% 


Benzoylglycylasparaginsaure: Schmelzpunkt 191°. 

Analyse: 

0.080 g Substanz liefert 0.0074 g Kjeldahl N. 
CisHuOsNe (294.13) gefunden N 9.26% 

berechnet N 9.52% 
Benzoylasparagylmonoglycin: Schmelzpunkt 186°. 

Analyse: 

0.0780 g Substanz liefert 0.0723 g Kjeldahl N. 
CisHuiOsNe2 (294.13) gefunden N 9.27% 
berechnet N 9.52% 

8) Benzoylglycyltyrosin: Glycyltyrosin ist ein Praparat, das 
frtther von Matsui in hiesigem Institut hergestellt wurde. Das 
wird zuerst in salzsaures Athylester (Sehmelzpunkt 235°) eefiihrt. 
Benzoylierung des Esters geschieht wie bei Tyrosinester. 8g Es- 
terchlorhydrat wird in Chloroform suspendiert und unter His- 
kithlung mit berechneter Natronlauge (29 cem 1N) versetzt. Der 
freie Ester lost sich in Chloroform. Eine Hilfte von 6.252 
Benzoylchlorid in 60 cem Chloroform wird unter Abkiihlung auf 
einmal zugefiigt und weiter werden 15 cem Natriumearbonat (3.1 2 
Anhydrid) und die andere Halfte von Benzoylehlorid wie iiblich 
abwechselnd dazu versetzt. Nach Beendigung der Reaktion wird 
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die Chloroformschicht mit Natriumsulfat getrocknet und unter 
vermindertem Druck verdampft. 8.1g¢ Ester wird in 20 cem N 
NaOH gelést und nach 15 Minuten mit gleichem Volumen N HCl 
angesauert. Ausgeschiedene Kristalle werden aus heissem Wasser 
umkristallisiert. Ausbeute 6.65 ¢. Schmelzpunkt 196°. 

Analyse: 

0.2360 g Substanz lefert 0.0177 g Kjeldahl N. 
CisHasOsN2 (378.72) gefunden N 7.52% 
berechnet N 7.31% 

9) Benzoylisoasparagin: Man bereitet zuerst Carbobenzoxy- 
l-iso-Asparagin nach Bergmann (1932) aus Chzo-asparaginsidure- 
anhydrid, weleches von Matsui nach Bergmann’scher Methode 
hergestellt wurde. Die reduktive Uberfiihrung in das 1[-Iso- 
asparagin wie bei der Darstellung des a-Iso-glutamins von 
Bergmann. Das aus der Losung durch Alkohol umgefallte Iso- 
asparagin wird wie bei Asparagin benzoyliert und aus heissem 
Wasser wnkristallisiert. Schmelzpunkt 203°. 

Analyse: 

0.0962 g Substanz liefert 0.0119 g Kjeldahl] N. 
CuHi20sNe2 (236.11) gefunden N 11.64% 
berechnet N 11.90% 

10) Chloracetylglycin: Man lost 25¢@ Glycin in 360 ccm 
n-NaOH und acyliert in iiblicher Weise unter Abkitihlen dureh 
Zusatz von 42g Chloracetylehlorid in 86 ccm Ather und 195 cem 
2n-NaOH. Nach 30 Minuten siuert man die abgetrennte wasserige 
Schicht mit 180 cem 2n-HCl] und dampft die Losung unter ver- 
mindertem Druck bis zum Trocknen ein. Aus dem Riuckstand 
wird das Chloracetylglycin durch Alkohol heiss extrahiert und mit 
Ather gefallt. Schmelzpunkt 98-100°. 

Analyse: 

0.1080 g Substanz liefert 0.00996 g Kjeldahl N. 
C:HeOzNCl (151.51) gefunden N 9.22% 
berechnet N 9.24% 

11) Chloracetylasparagin: 

12) Chloracetyltyrosin: 

Diese beiden Substrate wurden nach Fischer bereitet. 
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II. Versuchsanordnung. 


Benzoyl-aminosiuren, -dipeptide und auch Chloracetylamino- 
siuren wurden in dquivalenter Natronlauge gelést. Die Zusam- 
mensetzung der Probe war folgende: 


M/2 Substrat 1,25 ecm 
M/15 Phosphatpuffer (1:1) 5; 
Fermentlosung 2.00 ,, 


Jede Probe wurde in 100 cem Erlenmeyer Kolben angestellt, 
mit einigen Tropfen Toluol als Antiseptikum versetzt, mit Gummi 
dicht verstopft und in den Brutschrank von 387° gestellt. Die 
Versuchsproben wurden sofort und nach 24 Stunden nach 
Willstatter mit M/5 Kalilauge titriert. 3.125 cem Zuwachs des 
Alkaliverbrauchs entspricht 100% Hydrolyse. Das hydrolytische 
Prozent wurde davon berechnet. 


Trl. Fermentlosung: 
A. Schweinenierenglycerinextrakt: 


Man zerhackt frische Schweineniere in der Fleischmaschine, 
uberlasst diesen Organbrei mit zweifachem Volumen Glycerin bei 
Zimmertemperatur und zentrifugiert nach 24 Stunden. Die tiber- 
stehende Glycerinldsung wird im Hisschrank bewahrt. Die Wir- 
kung dieser Glycerinlésung ist folgende: 


: Zuwachs des 
Substrat Alkaliverbrauchs | Hydrolyt. % 
(cem) | 
Hippursaure i 1.67 | 53 
Benzoylasparagin 0.58 | 18 
Benzoyityrosin ; 0.58 / 18 


B. Rohrzuckerextrakt der Schweineniere: 


Man mischt frischen Organbrei gut mit zweifachem Volumen 
10% Rohrzuckerlésung und lasst unter Toluolzusatz 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehen. Nach Zentrifugieren wird die iiber- 
stehende Rohrzuckerlésung im Hisschrank aufbewahrt. Das hydro- 
lytische Vermodgen dieser Lésung ist folgendes. 
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Zuwachs des 
Substrat Alkaliverbrauchs Hydrolyt. % 
(eem) 
Hippursiure 2.00 64 
Benzoylasparagin 0.60 19 
Benzoyltyrosin 0.62 20 
ERGEBNISSE. 


1) Erhitzung des Glycerinextraktes. 

Man erwairmt den Glycerinextrakt der Schweineniere im 
Wasserbad von 55° 5, 10, 20 oder 30 Minuten und kiihlt jede Probe 
schnell im fliessenden Wasser ab. Nach Zentrifugieren dient die 
uberstehende Lésung zum Versuche. 


Zuwachs d. Alkaliverbrauchs u. hydrolyt. % 


Erhitzungsdauer | 5) Min. | 10 Min. 20 Min, | 30 Min. | Tahitane 
by oe Sean (a | nie 
ecm | % | ecm| % | ccm| % | eem! % | ecm | % 
| | | 
Hippursaure | 1.67 1 93 1.64 | 52 1.66 | 53 1.69 | 54 LECT MSS: 
| | 
Benzoylas- | 2 : 
paragin (O36) 12 1028" 7 4 0.24) 8 | 0.25) 8 | 0.58 | 18 
Benzoyltyrosin | 0.36 12 | 0.20] 6 0 0 0 0 | 0.58 | 18 


2) Darstellung des Glycinhistozyms aus Glycerinextrakt. 

Der Glycerinextrakt wird 30 Minuten bei 55° erhitzt, nach 
Zentrifugieren wird die iiberstehende Losung mit 1/10 Gewicht 
Magnesiumearbonat eine Stunde geschiittelt und dann zentrifugiert. 
Diese Glycinhistozymlésung spaltet Benzoylasparagin und Benzoyl- 
tyrosin nicht. 


Zuwachs des 
Substrat Alkaliverbrauchs Hydrolyt. % 
(cem) 
Hippursaure 0.81 26 
Benzoylasparagin 0 | 0 
Benzoyltyrosin 0 | 0 
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38) Darstellung des Glycinhistozyms aus Rohrzuckerextrakt. 

Man erhitzt 10% Rohrzuckerextrakt bei 55° 30 Minuten und 
filtriert den entstandenen Niederschlag ab. Die tiberstehende 
Lésung wird mit NaOH gegen Lackmus neutralisiert. 


Zuwachs des 
Substrat Alkaliverbrauchs Hydrolyt. % 
(eem) 
Hippursaure 1.75 56 
Benzoylasparagin 0 
Benzoyltyrosin 0 


Diese Fermentlosung wird gegen 1% NaCl-Loésung dialysiert 
und zentrifugiert. Diese dialysierte Glycinhistozymlosung ist auch 
hoch aktiv. 


Zuwachs des 


Substrat Alkaliverbrauchs Hydrolyt. % 
(eem) 
Hippursiure 1.58 51 


4) Darstellung des Asparaginhistozyms aus Glycerinextrakt. 


Der Glycerinextrakt wird mit gleicher Menge Wasser ver- 
diinnt, bei 55° 30 Minuten erhitzt, zentrifugiert und die tiber- 
stehende Losung mit M/2 Essigsaure zu Pu 5 angesiuert, dann 
unter Abkiihlen im Eiswasser mit der gleichen Menge von ab- 
solutem Alkohol versetzt und nach 30 Minuten zentrifugiert. Den 
Bodensatz lost man im Gemisch von Glycerin und 1% Ammoniak 
(2:1). Das Volumen macht die Halfte des gebrauchten Extrakts 
aus. Nach 1 stiindigem Stehenlassen bei 37° wird die Lésung 
wieder durch Kssigsiurezusatz zu Pu 5 angesduert, mit Wasser auf 
das Volumen des Ausgangsextrakts verdiinnt und zentrifugiert. 
Die auf diese Weise erhaltene Lésung wird dann in der Kilte 
mit gleicher Menge von absolutem Alkohol versetzt. Nach 30 
Minuten suspendiert man den Niederschlag im Gemisch von Gly- 
cerin und Wasser (2:1) und neutralisiert mit Natronlauge. 
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Zuwachs des 
Substrat Alkaliverbrauchs Hydrolyt. % 
(eem) 
Hippursaure 0 
Benzoylasparagin 0.38 12 
Benzoyltyrosin 0 


5) Darstellung des Tyrosinhistozyms aus Glycerinextrakt. 


Man setzt dem Glycerinextrakt der Schweineniere die gleiche 
Menge Wasser zu und erhitzt im Wasserbad von 55° 30 Minuten. 
Der zentrifugierte Bodensatz wird im M/45 NasHPO, umegeriihrt, 
wieder abgeschleudert, im Gemisch von Glycerin und 1% Am- 
moniak (2:1) (halbe Menge des originalen Extrakts) suspendiert, 
bei 37° eine Stunde stehen gelassen, durch Zusatz von 5% HCl 
neutralisiert und dann mit M/45 Phosphatpuffer von Pu 6.5 bis 
zur gleichen Menge wie der Originalextrakt verdiinnt, wieder bei 
55° 15 Minuten erwarmt. Der zentrifugierte Bodensatz wird in 
dem Gemisch von Glycerin und Wasser (2:1) stispendiert und mit 
M/10 NaOH neutralisiert. 


| Zuwachs des 
Substrat Alkaliverbrauchs Hydrolyt. % 
| (com) 
Hippursaéure 0.02 0 
Benzoylasparagin | 0.50 16 
Benzoyltyrosin | 0.02 0 


6) Spaltung des Benzoylisoasparagins durch Glycerinextrakt. 


Zuwachs des 
Substrat Alkaliverbrauchs Hydrolyt. % 
(eem) 
Hippursaure 2.10 67 
Benzoylasparagin 0.70 22 
Benzoyltyrosin 0.60 19 
Benzoylisoasparagin 0.40 13 
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7) Hydrolyse der Benzoyldipeptide durch Trypsin. 


Zusammensetzung der Probe war wie folgend. Pu war 8. 
Einige Tropfen Toluol als Antiseptikum. 


M/2 Substrat 1.25 eem 
M/15 Phosphatpuffer L25* 5 
3% Trypsin(Gribler) 200) 55 


Alkoholische Titration mit M/5 Kalilauge nach Willstatter. 


Zuwachs des 
Substrat nach Alkaliverbrauchs Hydrolyt. % 
(eem) 
oq i 
Benzoylglycylglycin of Stdn. ne 2 
; . 2 Stdn. 1.40 45 
Benzoylglycylasparagin 24 aon = 
9a ~- ; 
Benzoylglycyltyrosin OA Stdn. ae - 


8) Hydrolyse der Benzoylaminosauren und Chloracetylamino- 

sduren durch Trypsin. 

Die Versuchsanordnung war wie bei dem obenerwiahnten Histo- 
zymversuch. Sowohl Benzoyl-glyein, -asparagin, und -tyrosin wie 
auch Chloracetyl-glycin, -asparagin, und -tyrosin wurden dureh 3% 
Trypsin selbst nach 24 Stunden nicht hydrolysiert. 

9) Isolierung der Hippurséure aus dem tryptischen Hydro- 

lysat des Benzoylglycylasparagins. 


M/2 Substrat 20 ecm. 
Phosphatpuffer 20M, Pu 8.04 
3% Trypsinidsung 40 _,, 


Nach 5 Tagen wurde 90% Hydrolyse erwiesen. 

50 cem Gemisch wurde mit 30% HCl kongosauer gemacht und 
abgektthlt. Ausgeschiedene Kristalle wurden mit wenig Wasser 
gewaschen und getrocknet. 0.75 ¢. Schmelzpunkt 184°.. Es wurde 
mit warmem Petrolither gewaschen und aus dem Wasser umkristal- 
lisiert. Ausbeute 0.5@ (44%). Kristallform rhombische Siule. 
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Schmelzpunkt 187°. Es war Hippursiiure wie die folgende Analyse 
zeigte. . 
0.2239 g Substanz lietert 0.0177 ¢ Kjeldahl N. 
CyH»NiOs (179.08) gefunden N 7.9% 
berechnet N 7.8% 


10) Wirkung der isolierten Histozyme auf Chloracetylamino- 


sauren. 
Ssaorment | 
“ ie) Glycinhistozym Asparaginhistozym 'Tyrosinhistozym 
a : ae a lees il 
> Zuwachs d. 
; Alkali- | Hydrolyt. Z.A.V. |Hydrolyt.| Z.A.V. | Hydrolyt. 
\ | verbrauchs Jo (cem) % (cem) Jo 
Substrat = (eem) | 
—- =! 
/ 
Hippursiiure| 1.42 41. 0 0 0 0 
Benzoyl- 
asparagin 0 0 0.25 8 0 0 
Benzoyl- 
tyrosin 0 0 0 0 0.50 16 
Chloracetyl- 
glycin 2.70 86 1.90 61 0 0 
Chloracetyl- 
asparagin 2.70 86 0 0 0 0 
Chloracetyl- 
tyrosin ) 0 0.79 26 0.66 Pal 
LITERATUR. 


Bergmann, M. u. Zervas, L. (1932): Ber. chem. Ges., 65, 1198. 
Fischer, E. (1904): Ber. chem. Ges., 37, 2486 u. 4585. 

Grassmann, W. u. Bayerle, H. (1934): Biochem. Zeitschr., 268, 214. 
Nakashima, R. (1927): Journ. of Biochem., 7, 399. 

S6, T. (1930): Journ. of Biochem., 12, 107. 

Suzuki, K. (1931): Journ. of Biochem., 18, 57. 

Utzino, S. (1928): Journ. of Biochem., 9, 483. 


The Journal of Biochemistry, Vol. 25, No. 1. 


BILDUNG DER 7-OXY-3.12-DIKETOCHOLANSAURE 
AUS DEHYDROCHOLSAURE DURCH 
BACILLUS COLI COMMUNIS. 


Von 


TOMOYASU FUKUI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(EBingegangen am 6. November 1936) 


Ob die Gallenséiure durch Darmflora angegriffen werden kann, 
steht noch in offener Frage. 

Was den bakteriellen Abbau der gekuppelten Gallensaiuren 
betrifft, so sollen sie nach den Untersuchungen von H. Licht(1924) 
und F. Rosenthal u. seinen Mitarbeitern (1927) durch die sowohl 
fiir die Physiologie als auch fiir die klinische Pathologie des Gallen- 
weges und des Darmes wichtigen Bakterien wie Bact. coli oder 
typhi, zu eekuppelten Abbauprodukten umgewandelt werden, was. 
aber nur durch Pettenkofersche Reaktion nachgewiesen wurde. 
Andrerseits hat Jenke (1932) die Ansicht ausgesprochen, dass bei 
Dickdarmfaulnis wahrscheinlich eine Paarunegskomponente der 
gekuppelten Gallensiiure abgespalten werden diirfte. 

Was die Hinwirkung der Bakterien auf die wungepaarten 
Gallensiuren anbetrifft, so wird diese von ganz verschiedenen 
Seiten bestritten. Im Jahre 1886 hat Mylius (1886) zuerst 
mitgeteilt, dass die Cholsdure bei der Faulnis in Desoxycholsaure 
reduziert wird. Im Gegensatz zu Mylius konnte Ekbom (1906) 
aus Faiulnisprodukten der reinen Cholsiure keine Desoxycholsaure 
isolieren. Ferner hat Kiister (1910) behauptet, dass die Desoxy- 
cholsiure in den Rindergallensteinen durch Reduktion aus 
Taurocholsiure entstehe. Die Mylius’sche Annahme wurde auch 
von Wieland u. Sorge (1916) widerlegt. Nach Hammarsten 
(1922) soll Cholsiureanhydrid durch Faulnis in Darm aus Chol- 


siure gebildet werden, was jedoch auch noch micht nachgeprift 
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ist. In neuerer Zeit hat Kaziro (1925) in einer Nahrlosung unter 
Zusatz von Cholsiure einen Colibacillus kultiviert, der aus dem 
Kot des Menschen isoliert wurde. Aus dem Kulturgemisch wurde 
ein Spaltungsprodukt, Cholol, erhalten, nicht aber Cholsaure- 
anhydrid oder Desoxycholsaure. 

Was die bakteriellen Verinderungen des Cholesterins betrifft, 
so wurde zuerst von Bodzynski (1896) das sog. Koprosterin aus 
mensehlicher Faeces isoliert, welches von Windaus u. Uibrig 
(1915) als ein Gemisch von Koprosterin und Dihydrocholesterin 
erkanut wurde. Dieses Koprosterin wurde von Bodzynski u. 
Humnicki (1896) und spiter von Schénheimer u. seinen 
Mitarbeitern (1930) als ein Reduktionsprodukt des Cholesterins 
dureh Darmbakterien aufgefasst und zwar soll seine Bildung in 
Faeces nach Miiller (1900), Birger u. Winterseel (1928) und 
Bischoff (1930) von der Art der Nahrung abhangig sein. In 
der Tat haben Bischoff (1980) und Dam (19384) die Bildung des 
Koprosterins aus Cholesterin in Faeces experimentell bewiesen, 
wahrend es nach Beumer u. Bischoff (1980) nicht aus Allo- 
cholesterin gebildet wird. 

Die reduzierende Wirkung der Féaulnisbakterien haben 
Cathcart u. Hahn (1902), Fred (1912) und Oberstadt (1918) 
ihrer FKermentwirkung zugeschrieben. Tatsichlich haben Harden 
u. Zilva (1915), Quastel u. seine Mitarbeitern (1924/25) und 
Yudkin (1933/34) verschiedene Dehydrasen aus Bakterien unter 
Anwendung der Methylenblaumethode von Thunberg (1916/20) 
nachgewiesen. Andrerseits haben Stephenson u. Stickland 
(1930) bei der Oxydation der Ameisensiure durch Bakterien ausser 
Dehydrasen noch ein Reduktionsferment, Hydrogenase, gefunden, 
das den molekularen Wasserstoff aktiviert. Bei den chemischen 
Vorgaingen durch Bakterien spielen also unter Oxydo-Reduktion 
diese reduzierenden Fermente immer eine grosse Rolle. Einerseits 
um dieses reduzierende Ferment in Colibacillen nachzuweisen und 
andrerseits um zu sehen, ob die Dehydrocholsiure als Wasserstoft- 
acceptor durch das Ferment reduziert werden kann, habe ich 
Bacillus coli communis unter Zusatz von Natriumdehydrocholat in 
der Sasakischen Nihrlésung (1914) kultiviert. 
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Aus dem Reaktionsgemisch wurde eine Oxyketosiiure kry- 
stallinisch erhalten, die sich mit der von Wieland und Kapitel 
(1932) synthetisch aus Cholsiure hergestellten 7-Oxy-3.12-diketo- 
cholansdure als ganz identisch erwies, wobei auch eine kleine Menge 
der unverinderten Dehydrocholsiure, 3.7.12-Triketocholansiure 
aus der Mutterlauge wiedergefunden wurde. Die eine Ketogruppe 
an C; der 3.7.12-Triketocholansaure wird also durch die Wirkung 
von Colbacillen leicht hydriert, was wohl in der Weise gedeutet 
werden kann, dass die Dehydrocholsiure unter Kinwirkung der 
Hydrogenase der Colibacillen als Wasserstoffacceptor fungierte, 
genau wie Wieland (1913) bei der Essigsauregiirung das Chinon 
za Hydrochinon und Tikka (1934) bei der Garung durch 
Colibacillen die Brenztraubenséure zu Milchsaéure hydrierten. 

Bei der rein chemischen und biologischen Hydrierung der 
3.7.12-Triketocholanséure wird die Ketogruppe an Cs viel rascher 
angeeriffen als die an Cz; und Cys, wie von Schenck (1909), 
Wieland u. Borsch (1919) und Borsche u. Hallwass (1922) 
3-Oxy-7.12-diketocholansiiture aus Dehydrocholsiure und von 
Shibuya (1933), Yamasaki u. Kyogoku (1935) $-3-Oxy-7.12- 
diketocholanséure erhalten wurde. Es ist merkwiirdig, dass die 
Ketogruppe an C, der 3.7.12-Triketocholansaure selektiv durch 
Colibacillen reduziert wird, was wohl der Unstabilitaét des Ringes 


B im Gallensiuremolekiil zuzuschreiben ist. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


1 g¢ Dehydrocholsiure wurde mit der berechneten Menge Soda 
in einen mit Wattepfropfen versehenen, getrockneten und _sterili- 
sierten Kolben von 1 Liter Inhalt in 800cem Nihrlosung nach 
Sasaki (1914) hineingetan. Diese Kolben(20) wurden zweimal 3 
Stunden lang im Dampftopf sterilisiert und mit je 3 schiefen 
Agarkulturen von Bacillus coli communis in Reagenzglasern 
zugesetzt und im Brutschrank bei 37-38°C sechs Monate lang 
stehen gelassen. Inzwischen wurden die Kolben tiaglich einmal 
leicht und vorsichtig geschiittelt. Bacillus coli comm. wurde aus 
der Faeces isoliert, bei 37°C 24 Stunden lang aut dem Agarnahr- 


© 


boden kultiviert und so zum Versuch verwendet. Nach je 3 und 
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6 Monaten wurde die Bakterienreinheit durch verschiedene 
biologische Eigenschaften genau konstatiert. 


1. LIsolierwng der 7-Oxy-3.12-diketocholansaure. 


Das Kulturgemisch wurde mit verdiinnter Salzsaure bis 
kongosauer angesduert, abfiltriert und mit Wasser gut gewaschen. 
Der Niederschlag wurde getrocknet und mit abs. Alkohol extra- 
hiert. Die Alkoholl6sung wurde vom Alkohol befreit und die dabei 
zuriickgebliebene braune dlige Masse in verdiinnte Natronlauge 
aufgenommen, wieder mit verdiinnter Salzsiure angesauert, die 
Fallung getrocknet, dann mit Soxhlet’s Apparat mit Ather 
erschépfend extrahiert. Die durch Abdampfen des Athers zuriick- 
gvebliebene braunliche Masse wurde wieder in verdtinnter Natron- 
lauge gelést und aufs neue mit verdtinnter Salzsdure gefallt. 

Die Fallung wurde aus Aceton-Wasser umkrystallisiert, wobei 
sich eine 6dlige Masse abschied, die aber durch Reiben mit dem 
tlasstab allmahlich krystallinisch wird. Die rohe Ausbeute betrug 
ca. 34g. Diese Saure krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in 
derben kurzen Niadelchen, aus verdiinntem Aceton in vereinigten 
‘Spindelchen und aus Essigester in Plattchen. Die mehrmals aus 
Alkohol umkrystallisierte Saure schmilzt nach Sintern bei 195- 
196°C. <Ausbeute 2,lg. Die Sdure ist in Alkohol, Aceton, 
Essigester u. Hisessig leicht, in Benzol u. Ather sehwer und in 
Wasser gar nicht loslich. Die Séure zeigt mit der 7-Oxy-3.12- 
diketocholansaure nach Wieland u. Kapitel keine Schmelzpunkt- 
depression. Sie zeigt nicht die Pettenkofersche, Myliussche 
und Hammarstensche Reaktion und farbt sich mit Hssigsiure- 
anhydrid-Schwefelsiure anfangs gelb, dann orange und endlich rot. 

Spez. Drehg.: 0,0519 g Subst. in 10 cem Methanol, 2 dm, 
a=+0,75, [a}8=+72,25°. 
Titration : 53,9 mg Subst. verbrauchten 1,32 eem n/10 NaOH, 
Aquivalent fiir CaHssOs. Ber. 404,29, Gef. 405.30. 


4,909 mg Subst: 12,801 mg COs, 3,855 mg HO. 
5,992 mg Subst.: 15.643 mg COs, 4,723 mg H.O. 
CosH 3605 Ber. C 71,24% H 8,97% 
Gets | Lao oC 

» 11,20%  ,, 85829 
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Methylester: Methylester der Saure wurde mit dtherischer 
Diazomethanlésung hergestellt und krystallisiert aus Ather od. 
Kssigester in biischelférmigen Nidelehen yom Schmelzp. 155-157°. 


4,826 mg Subst.: if ,695 mg COs, 3,910 ng HO. 
CosHssOs . C 71,78% EH 9,09% 
ae » (1,76% ,, 9,07% 


Methylesterdioxim: 51,5mg Saéuremethylester wurden in 10 
cem Methanol gelost, dann wurden 52mg Natriumacetat, 70 mg 
Hydroxylaminchlorhydrat u. 1 cem Wasser zugesetzt. Nach 10- 
sttndigem Kochen auf dem Wasserbad wurde die Mischung in 
kaltes Wasser eingegossen, wobei sich eine voluminése flockige 
Masse abschied. Diese Masse wurde abfiltriert und aus verdiinntem 
Methanol umkrystallisiert. Sie ist aus allen organischen Losungs- 
mitteln nicht krystallinisch, sondern als amorphe Masse erhalten, 
die bei 120-124° schmilzt. 

2,705 mg Subst.: 0,1495 cem N (18,5°, 763 mm.) 
2,837 mg Subst.: 0,1610 ccm N (19,0°, 763 mm.) 
C25HicOsN2. Ber. N 6,25% Gef. N 6,24% 

3: 6,38% 


2. Oxydation der Siure von Fp. 195-196° 


0,3 ¢ Séure wurden in 5cem Hisessig gelost und mit Chrom- 
sdurelosung (0,17¢ CrOs in 2cem Hisessig u. 2cem Wasser) 
oxydiert. Das Oxydationsprodukt wurde zunichst mit Sodalosung 
gekocht, filtriert und das Filtrat mit verdtinnter Salzsaure aus- 
gefallt. Die dabei ausgeschiedene Saure wurde aus verd. Aceton 
oder Essigsiiure mehrmals umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 
238-239°C. Bei der Mischprobe mit reiner Dehydrocholsaure vom 
Schmelzp. 239° zeigt sich keine Depression. 

Spez. Drehg.: 20,1 mg Subst. in 5 ecm Methanol, 1 dm, 
a=+0,12, [a]= +29,85°. 
2,271 mg Subst.: 5,945 mg COs, 1,820 mg H:0. 
Co1H310s Ber. O 71,64% H 8,45% 
Cs 5 (ELGG BIO 

Dehydrocholsiure-dthylester: Die oxydierte Sdure wurde mit 

Alkohol u. einigen Tropfen konzentrierter Schwefelsiure durch 
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Erhitzen hergestellt. Schmelzp. 221-222°. Der Ester schmolz bei 
der Mischprobe mit reiner Dehydrocholsiure-athylester ebenfalls 
bei 221—222°. 


3. Acetylierung der Sdure von Fp. 195-196°. 


0,3 ¢ SHure wurden in 5 cem wasserfreiem Pyridin gelost und 
mit 4ccem frischem Essigsiureanhydrid versetzt. Nach 48- 
stiindigem Stehen im geschlossenem Kolben bei Zimmertemperatur 
wurde die Losung auf dem Wasserbad etwa 1/2 Stunde erwarmt 
und dann in eine grosse Menge Hiswasser hineingegossen, wobei 
sich eine weisse schmierige Masse abschied, die sich allmahlich 
dureh Kneten mit dem Glasstab in pulvrige Substanz verwandelte. 
Durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus EHisessig wurde ein 
langer Nadelkrystall erhalten, der bei 184° sinterte und bei 205- 
207°C schmolz. Er schmolz bei der Mischprobe mit synthetisch 
dargestellter 3.12-Diketo-7-acetoxycholanséure vom Sechmelzp. 205- 
207°C (nach Wieland u. Kapitel Schmelzp. 190°) bei 205-206°. 
3,839 mg Subst.: 9,850 mg COs, 2,970 mg HO. 
CoxHssOs Ber. C 69,96% H 8,52% 
Gef. ,, 70,00%  ,, 8,66% 


4. Isolierung der urspriinglichen Dehydrocholsdure. 


Das Filtrat, das von dem anfangs durch Ansiuren mit verd. 
Salzsdaure ausgefallten Niederschlag abeetrennt wurde (ca. 16 
Liter), wurde im Vakuum bei niedriger Temperatur bis auf etwa 
1 Liter eingeengt. Dabei schied sich eine braune amorphe Masse 
ab, welche nach dem ‘Trocknen mittelst des Soxhletschen 
Apparates mit Ather 3 Tage lang erschépfend extrahiert wurde. 
Nach dem Abdampfen des Athers wurde eine briunlich kry- 
stallinische Masse erhalten, die in verd. Natronlauge aufgenommen 
und wieder mit verd. Salzsiure ausgefaillt wurde. Die rohe Aus- 
beute betrug ca. 1,2 ¢. 

Aus Essigester krystallisiert die Fallung in ein Gemisch von 
Spindelchen und Nadelchen. Das Gemisch wurde in Essigester- 
losung der fraktionierten Krystallisation unterworfen und aus der 
schwer léslichen Fraktion ein spindelférmiger Krystall erhalten, 
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der bei 195-196° schmilzt. Der Krystall liess sich als identisch mit 
der oben erwahnten 7-Oxy-3.12-diketocholansiiure erweisen. <Aus- 
beute ca. 0,7 g. 

Aus der leichtléslichen Fraktion wurde ein Nadelkrystall 
erhalten, der aus Aceton oder Eisessig umkrystallisiert wurde. 
Schmelzp. 237-238°C. Der Krystall zeigt mit reiner Dehydrochol- 
saure keine Schmelzpunktdepression. Ausbeute ca. 0,08 g. 


Spez. Drehg.: 50,4 mg Subst. in 10 cem Alkohol, 2 dim, 
a=+0,30 [a]? + 29,76°. 
5,023 mg Subst.: 13,245 mg COs, 3,792 mg H:20. 
4,665 mg Subst.: 12,298 mg COs, 3,652 mg H:O. 
Co:HsOs Ber. C 71,64% H 8,45% 
Gef. ,, 71,91% ,, 8,45% 
5 HUANG, ay SHI 


5. Synthese von 7-Oxry-3.12-diketocholansaure. 


Diese Saure wurde nach der Methode von Wieland u. 
Kapitel (1932) hergestellt, um sie mit der aus der Kulturlosung 
der Colibacillen erhaltenen Saéure vom Schmelzp. 195-196° zu 
identifizieren. 

Die aus Cholsdure bereitete Diacetylcholsiure wurde in 3.7- 
Diacetoxy-12-ketocholansiure oxydiert, weiter in 3-Oxy-7-acetoxy- 
12-ketocholansiure partiell hydrolysiert, wieder in 3.12-Diketo-7- 
acetoxycholansiure oxydiert, worauf unter Hydrolyse 7-Oxy-3.12- 
diketocholanséure erhalten wurde. 

Die synthetisch erhaltene 3.7-Diacetoxy-12-ketocholansaure 
krystallisiert in Nadeln und sehmilzt bei 226—227°C (nach 
Wieland u. Kapitel 221—-222°). 

5,976 mg Subst.: 15,079 mg COs, 4,585 mg H.0. 
5,644 mg Subst.: 14,135 mg COs, 4,361 mg H.O. 
Cos Hi20; Ber. CG 68,57% H 8,57% 

Gef. ,, 68,82% —,, 8,58% 
», 68,41%  ,, 8,64% 

Die synthetisierte 3-Oxy-7-acetoxy-12-ketocholansaure — kry- 
stallisiert in Nadeln und schmilzt bei 239-240°C (nach Wieland 
we apie! 239°). 
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4,921 mg Subst.: 12,597 mg COs, 3,808 mg H:20. 
5,332 mg Subst.: 18,643 mg COs, 4,245 mg H:20. 
Cx6H 1006 Ber. C 69,64% H 8,93% 
ef. ,, 69,81%  ,, 8,67% 
py 69,78%. 5, 38,9176 
Die 3.12-Diketo-7-acetoxycholansiure krystallisiert in langen 
Nadeln und schmilzt bei 205-207°C (nach Wieland u. Kapitel 
902) 
5,692 mg Subst.: 14,583 mg COs, 4,297 mg HO. 
5,924 mg Subst.: 15,193 mg COs, 4,520 mg HO. 
Coo H:s0c Ber. C 69,96% H 8,52% 
Gef. ,, 69,89% ,, 8,45% 
», 69,95%  ,, 8,537 
Die 3.12-Diketo-7-oxycholanséiure krystallisiert in derben 
Nadeln aus verd. Methanol. Schmelzp. 195-196°C. Die Saure 
zeigt mit Hssigsiureanhydrid u. konz. Schwefelséiure eine rote 
Farbung. Sie schmeckt bitter. 


Spez. Drehg.: 54,9 mg Subst. in 10 cem Methanol, 2 dm, 
a=+0,80, [a}i8= +72,85°. 
5,060 mg Subst.: 138,166 mg COs, 4,022 mg H.0O. 
5,572 mg Subst.: 14,546 mg COs, 4,465 mg H:O. 
Jer H 60s Ber. C 71,24% H 8,97% 
Get. 47 10,9790, 4, 889% 
» 71,20% ,, 8,96% 
7-Oxy-3.12-diketocholansiure-methylester: Dieser wurde mit 
aitherischer Diazomethanlésung hergestellt. Nadeln aus <Ather. 
Schmelzp. 155-157°C., 

Zum. Schluss méchte ich nicht verfehlen Herrn M. Sugiyama 
vom hiesigen bakteriologischen Institut fiir seine freundliche Hilfe 
bei der Isolierung der Bakterien meinen herzlichen Dank aus- 
zusprechen. 
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STUDIEN UBER DEN INTERMEDIAREN STOFF- 
WECHSEL DES TRYPTOPHANS. 


XXYV. Isolierung des d-Kynurenins. 


Von 


Y. KOTAKE (jr.) unp N. ITO. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Fakultét der 
Kaiserlichen Universitét zu Osaka. 
Direktor: Prof. Y. Kotake.) 


(Eingegangen am 20. November 1936) 


Das in unserem Laboratorium entdeckte Kynurenin, dem die 
Struktur 


i 


C 
uc7 \c—c=CH—CHNH.—COOH 


| xe 
|: Oe alae ON (POH 
‘NH: 


see 
1at 
zukommt, krystallisiert in freiem Zustand in sechsseitigen Tafeln 
wie Tryptophan, als Sulfat jedoch in Nadeln, wodurch es sich leicht 
von Tryptophan unterscheiden lasst. Kynurenin selbst ist lnks- 
drehend, wihrend Kynureninsulfat dagegen nach rechts dreht. Die 
spezifische Drehung betragt [a]¥—=—28.5°, baw. [a]$—+10,7°. 

Es unterliegt wohl keinem Zweifel mehr, dass Kynurenin ein 
intermediares Stoffwechselprodukt des Tryptophans  darstellt, 
welches eine zentrale Stellung zwischen dem Tryptophan und der 
Kynurenséure einnimmt. 

Das in unserem Laboratorium bisher gewonnene Kynurenin 
war stets seine Linksform, die der natiirlichen Form des Trypto- 
phans entspricht. 

Nach der Mitteilung von Prof. Y. Kotake und T. Masa- 
yama, die neuerdings in der Hoppe-Seyler’s Zeitschrift 
publiziert wurde, wird Kynurenin in der Ratten- und Kaninchen- 
leber aus Tryptophan héchstwahrscheinlich iiber Prokynurenin, 


el 
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Pr-a-Oxytryptophan, gebildet, welch letzteres durch ein besonderes 
Enzym in Kynurenin iibergefiihrt wird. Interessanterweise geht 
hierbei nur /-Tryptophan, nicht aber d-Tryptophan in Kynurenin 
liber. 

Dass die Kynurensiurebidlung aus Tryptophan im Organismus 
asymmetrisch vor sich geht, ist -besonders durch Untersuchungen 
von Matsuoka in unserem Laboratorium hervorgehoben und 
spater von Berg in Amerika bestatigt worden. 

Es lasst sich also aus den obengenannten Ergebnissen von 
Kotake und Masayama vermuten, dass die asymmetrische 
Entstehung der Kynurensiure durch eine asymmetrische Bildung 
des Kynurenins bedingt wird. 

Um in dieser Frage weitere Klarheit zu schaffen, haben wir 
es unternommen, dasjenige Kynurenin, welches Kaninchen bei der 
Darreichung von d,l-Tryptophan ausscheiden, auf seine Drehung 
zu untersuchen. Zu diesem Zweek haben wir zunachst d,l- 
Tryptophan unter die Haut injiziert. Der Harn zeigte zwar stets 
die Kynureninreaktionen, insbesondere, die vor kurzem von Otani 
und Honda gefundene; die Isolierunge des Kynurenins als Sub- 
stanz ist uns aber nur in einem Fall geegliickt. Wir haben nun 
Kaninchen mit d,l-Tryptophan gefiittert. Es gelange uns diesmal, 
Kynurenin aus dem Harn stets in reiner Form zu isolieren. Merk- 
wurdigerweise besassen jedoch die isolierten Praparate eine 
voneinander abweichende Drehung. Hin Praparat zeigte eine 
schwache Linksdrehung, ein Praparat dagegen eine schwache 
Rechtsdrehung, meistens waren sie aber vollig inaktiv. 

Auf Grund dieser Ergebnisse kamen wir zur Ansicht, dass von 
d,l-Tryptophan der d-Teil im Kaninchenorganismus an irgendeiner 
Statte, vielleicht im Darm, in d-Kynurenin umgewandelt wird, 
wahrend der /-Teil, wie bereits bewiesen, vor allem in der Leber 
in l-Kynurenin iibergeht. Auf Grund dieser Erwagung haben wir 
nun d-Tryptophan, dessen Darstellung in unserem Laboratorium 
dureh die Majimasche Methode leicht war, Kaninchen per os. 
eveceben. 

Der Harn enthielt diesmal, wie erwartet, ganz reines d- 
Kynurenin in einer grisseren Menge. Es krystallisierte in Tafel 
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und drehte ebenso stark wie /-Kynurenin und zwar in der gerade 
entgegengesetzten Richtung. 


EXPERIMENTELLES. 
I. Injektionsversuche. 


Kaninchen wurden einige Tage ausschliesslich mit Polierreis 


gefiittert und dann 4-5¢ d,l-Tryptophan—l-Tryptophan zur 


Kontrolle—subeutan eingespritzt. Der Harn von 24 Stunden nach 
der Tryptophandarreichung wurde unter Vermeidung von Faulnis 
gesammelt, durch Zusatz von Schwefelsiure kongosauer gemacht 
und tiber Nacht in der Eiskammer aufbewahrt. Die ausgeschiedene 
Kynurensaure wurde abgenutscht, getrocknet und gewogen. Die 
Mutterlauge wurde im Vakuum konzentriert und mit Alkohol bis 
zu einem Gehalt von ca. 80% versetzt—eventuell der sofort aus- 
gefallte Niederschlae beseitigt—und 24 Stunden lang stehen- 
gelassen. Aus dem hierbei ausgeschiedenen Niederschlag wurde 
Kynurenin iiblicherweise als Sulfat isoliert, das sich in 60-75% igem 
Alkohol leicht umkrystallisieren liess. 


TABELLE I. 
| Wari esienica Ausgeschiedenes| Ausgeschiedene 
: Gewicht | il eae ne Kynurenin Kynurensiure 
Kaninchen Ke ryptophan (Sulfat) (roh) 
| a g F 
ING 1,50 4,0 /-Form 3 We 1,0 
AO -,, 2 1,05 
5,0 d,l-Form | nicht isolierbar 0,3 
Bs 1,60 4,0 Form Dat 1,8 
5,0 d,l-Form | nicht isolierbar 0,4 
Cé 1,55 2,0 l-Form 0.8 0,2 
5,0 d,(-Form | sehr gering 0,05 
Dé 1,60 2,0 1-Form | 0,9 0,05 
5,0 d,i-Form | 0,35 0,20 


Wie aus den obigen Tabellen ersichtlich ist, gelang es uns erst 
an einem Kaninchen bei der Einfiihrung des d,/-Tryptophans eine 
geringe, doch zur Bestimmung der spezifischen Drehung hin- 
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reichende Menge Kynurenin als Sulfat zu isolieren, das folgende 
spezifische Drehung zeigte: 


v0 dd 0 


ai = : oe 
2x 0,706 


5 


Die gefundene spezifische Drehung stimmte also ungefahr 
wenn auch etwas niedriger—mit der des bisher isoherten reinen 
l-Kynureninsulfats iiberein. Daraus geht hervor, dass d,l-Trypto- 
phan im Kaninchenorganismus bei der Pyrrolkernaufsprengung 
fast ganz asymmetrisch angegriffen wird und dadurch /-Kynurenin 
zur Ausscheidune kommt. 


Il. Fiitterwngsversuche. 


Da wir bei den Injektionsversuchen des d,l-Tryptophans nur 
von einem Kaninchen eine geringe Menge Kynurenin isolieren 
konnten, haben wir von neuem versucht, durch seine Verfiitterung 
Kynurenin in einer erdsseren Menge zu gewinnen. Hierbei wurde 
auch 1-Tryptophan als Kontrolle gebraucht. Als Versuchstiere 
dienten dieselben Kaninchen, die bei den Injektionsversuehen 
gebraucht worden waren. 


TABELLE II. 


Bajos Ausgeschiedenes| Ausgeschiedene 

Kaninchen | ee “Tryptophan Sere | oe ee 
= g g 
AS | 1,50 4,0 1-Form 0,7 0,7 
| 5,0 d, l-Form 0,65 | 0,35 
Bs | 1,60 4,0 1-Form | 1,25 | 1,00 
5,0 d, /-Form a eal 0,9 
Cs 1,55 5,0 d,l-Form 0,65 | 0,3 
Ds 1,50 5,0 d, l-Form 0,65 | 0,3 
Bs 1,62 5,0 d,1-Form 01,6 | 0,4 
| 5,0 d, /-Form 0,55 | 0,5 

rs a 


Das Kynurenin, welches aus einem Versuch (Kaninchen A) 
: oa : : . 
mit d,l-Tryptophan resultierte, wurde in Wasser gelést und auf 
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seine Drehung untersucht. Die Lésung war jedoch ganz inaktiv. 

Das vom Tier B gewonnene Kynureninsulfat aus d,l- Trypto- 
phan drehte in wassriger Losung nur schwach nach links, wihrend 
Kynureninsulfat aus L-Tryptophan eine so starke Linksdrehung 
zeigte, dass seine spezifische Drehung gerade der des reinen l- 
Kynureninsulfats entsprach. 


Kynureninsulfat aus d,l-Tryptophan : 


—0,16x 100 | 


als sles 
[alo= 2x 2.512” 


Kynureninsulfat aus /-Tryptophan: 


ap + 0,46 x 100 _ .10,3°. 
2x 2,243 


Das vom Tier C erhaltene Kynureninsulfat aus d,l-Tryptophan 


zeigte in wassriger Losung eine schwache Rechtsdrehung : 


wipe Lee 


Die von den letzten 2 Kaninchen (D und E) gewonnenen 
Praparate aus d,l-Tryptophan waren wieder ganz inaktiv; sie 
zeigten in wassriger Losung gar keine Drehung. 

Aus den ganzen Fiitterungsversuchen geht also hervor, dass das 
Kynurenin, das nach der Verabreichung des d,l/-Tryptophans aus- 
geschieden wurde, bisweilen d,l-Form-+/-Form, bisweilen d,l-Form 
+d-Form, meistens aber d,/-Form aufweist. 

Da wir auf solche Weise fanden, dass d,l-Tryptophan bei der 
Fiitterung an Kaninchen an irgendeiner Stitte des Organismus d- 
Kynurenin bildet, welches mit dem an anderen Statten gebildeten 
‘/-Kynurenin vereinigt ausgeschieden wird, haben wir es fiir moglich 
gehalten, durch Verwendung des d-Tryptophans statt des d,j- 
Tryptophans d-Kynurenin gewinnen zu konnen. Dureh die von 
Majima ausgearbeitete Dbiologische Darstellungsmethode des 
d-Tryptophans, konnten wir dieses ohne besondere Schwierigkeiten 
in einer grossen Menge gewinnen. Unser Praparat war in Bezug 
auf die Drehung ganz rein. 
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III. Fiitterungsversuche mit d-Tryptophan. 


TABELLE III. 


Kaninchen B Ausgeschiedenes Ausgeschiedene 
Verabreichtes Kynurenin (Sulfat) Kynurensiure (roh) 
d-Try ptophan g g 

gs 
3,0 0,5 nicht vorhanden 
5,0 0,65 ” 


Da wir fanden, dass die hier gewonnenen zwei Praparate in 
derselben Konzentration gleichstark nach links drehten, wurden sie 
vereinigt und aus Wasser umkrystallisiert. Es krystallisierte in 
langen Nadeln, schwirzte sich beim Erhitzen im Capillarrohr gegen 
180°C und zeigte eine Linksdrehung von 


aye— = 0.28100 _ 


1002. 
D> 9% 1455 


Es unterliegt also keinem Zweifel, dass das Praparat d- 
Kynureninsulfat war. 

Besonders beachtenswert ist der Befund, dass bei diesen 
Versuchen im Harne keine Kynurenséure ausgeschieden wurde. 
Vielleicht ist der Tierkoérper nicht mehr imstande, d-Kynurenin in 
Kynurensaure umzuwandeln. Dariiber soll bei uns spater 
gearbeitet werden. 

Wir haben nun sicherheitshalber aus dem d-Kynureninsulfat 
durch Abspaltung der Schwefelséiure freies d-Kynurenin dar- 
gestellt. Es krystallisierte in Blattchen und zwar zeigte es 
sechseckige Tafeln in ausgebildeter Form und schmolz bei 187°C 
unter Zersetzung. Seine wassrige Losung drehte nach rechts und 
ergab die Reaktionen von Kotake und Shichiri, sowie die von 
Otani und Honda. 


rays = +0.18X100 _ 9g 50 
8x 0,316 


Zum Schluss haben wir einmal den Injektionsversuch mit 
d-Tryptophan ausgefiihrt mit dem Ergebnis, dass hierbei weder 
Kynurensdure noch Kynurenin zur Ausscheidung kam. 
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Uber die Bildungsstiitte des d-Kynurenins wird es jetzt 
gearbeitet. Wir méchten hier nur soweit berichten, dass der 
Darmwandextrakt des Kaninchens befahigt ist aus d-Tryptophan 
Kynurenin zu bilden, wahrend der Leberextrakt nur aus 1-Trypto- 
phan, wie eingangs erwahnt, Kynurenin zu bilden vermag. 


ScHLUSS. 


Es gelang uns zum ersten Mal, d-Kynurenin aus dem Harn des 
Kaninchens, dem d-Tryptophan verabreicht wurde, in ganz reinem 
Zustand zu isolieren. 
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INTRODUCTION. 


Since the manometric blood gas apparatus was designed by 
Van Slyke and Neill (1924), it has been used extensively because 
of its accuracy and simplicity. This apparatus ordinarily requires 
1.0 ec. of blood for one analysis, but even 0.2 ee. of blood will suffice. 
In the latter case, however, we find that experimental errors are 
apt to be large. Thus a micro-apparatus is desirable, with which 
one can analyse with more accuracy a volume of blood, as small as 
0.1 ce., especially when experiments for tracing the change of blood 
gases are carried out on small animals or on human subjects. For 
this purpose a micro-extraction chamber has been designed by the 
present writer, which is to be attached to the manometer of the 
original Van Slyke and Neill apparatus. This micro-chamber 
is a modification of the Harington and Van Slyke (1927) 
chamber, and can be used with but 0.1 ce. of blood, or less if 
necessary. It has the following advantages: (1) A few drops of 
blood drawn under oil from a slit made in the finger tip or in the 
lobe of the ear are sufficient for one analysis, and thus successive 
drawings of human blood samples can be analysed. (2) In per- 
forming experiments on small animals, reduction of the blood 
volume as a consequence of repeated drawings of samples can be 
held to a minimum. 
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According to the writer’s preliminary experiments, the most 
important point in micro-analysis is to remove the solution from 
the extraction chamber before measuring the pressure of the ex- 
tracted gases at a constant volume. Unless this is done, there is 
considerable reabsorption of the extracted COz2 into the solution, 
which results in a serious error, that cannot be eliminated by an 
empirical correction as is possible when using the original Van 
Slyke and Neill method. Thus the present micro-chamber is a 
modification of the Harington and Van Slyke chamber, and 
not the original Van Slyke and Neill one. 


Apparatus. 


The micro-extraction chamber is 
sketched in Fig. 1. A is a cup, attached 
to the stop-cock (B), about 3 em. long 
and 1.5 ec. in capacity and is graduated 
to 1.0 ce. The hole of the stop-cock (B) 
fits the opening of the upper and lower 
tubes, and has a diameter of about 1.5 
mm. The extraction chamber consists of 
a narrow tube (C) of about 5em. in 
leneth and 5.5 mm. in diameter, and an 
expanded bulb (D) with a_ lower 
capillary stem (H). The tube (C) 
has a constriction of about 2mm. bore 
at its narrowest point which lies just at 
the 0.5 ce. mark measured below the 
closed stop-cock (B). From this mark 
down to D, the tube (C) is graduated in mm. divisions. The bulb 
(D) including the tube (C) has a capacity of 5.0 ec., and the mark 
5.0 cc. should come on the lower tube (£) possibly close to the 
bulb (D). F is a three-way stop-cock with one communication 
hole which is fused to the lower tube (#). Below this stop-cock 
(Ff) is attached a trap which consists simply of a bulb CG) “or 
about 1 ce. capacity. The stop-cock is so arranged that it is possible 
to place the trap in communication either with the tube (£ ) OY 
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with the outlet (H). The stop-cock (F) and the tube (£) are 
all of the convenient size, 2.5mm. in inner diameter. In the use 
of this apparatus, the extraction chamber, like the Van Slyke 
and Neill one, is surrounded by a water jacket which extends 
between the stop-cock (B) and the lower tube (E£) sufficiently 
below the mark of 5.0 ce. The connection between the extraction 
chamber and the manometer is accomplished by heavy walled 
rubber tubing (specially prepared for vacuum-pumps) 
which permits no leakage of air during extraction in 
vacuo. 

The pipette used for the micro-analysis is sketched 
in Fig. 2. A narrow glass tube (15 em. long and 1.5 
mm. bore), calibrated to deliver 0.1 cc. between two 
marks, is fused on an ordinary lec. syringe with a 
glass plunger. The tip of the pipette is so ground as 
to fit the usual hypodermic injection needle. 0.1 


Fig. 2 


Methods. 


Procedure is the same as in the use of the original 
Van Slyke and Neill method except at a few points 
described below. The reagents used are also the same, 
except that 3.N. NaOH is used for the absorption of 
COz as will be mentioned below. 

1) Estimation of the blood gases. After de-aeration of about 
0.6 cc. of the acid-ferricyanide solution in the evacuated chamber, 
the mercury level is raised to the 0.5 ee. mark. The hypodermic 
needle fitted to the pipette which contains the blood sample is 
brought to reach the extraction chamber through the cup (A) and 
the bore of the stop-cock (B), and then 0.1 ec. of the sample is run 
into the chamber. The dead space of the pipette being filled with 
mercury before the blood is introduced in it, the delivery of the 
sample can be carried out accurately, because of satisfactory 
drainage. By coating the inner wall of the pipette with a film of 
potassium oxalate crystal (cf. Peters and Van Slyke (1932)), 
it is possible to transfer the blood from a living material to the 


apparatus without clotting. 
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After delivery of the sample into the chamber, a drop of 
octylalecohol is added to it in a similar way. The mercury level 
in the chamber is then dropped to the 5.0 cc. mark, and then gas 
extraction is performed by shaking three minutes as usual. After 
extraction, the liquid in the chamber is drawn down into the bulb 
(G) and then ejected through the outlet (/), to avoid a reabsorp- 
tion of COs. Mercury is then readmitted in the chamber until 
the gas holds a fixed volume limited by the 0.5cce. mark. The 
reading (pi) of the manometer as well as that (c1) of the mercury 
meniscus in the graduated upper tube (C) of the chamber are 
taken. Then 0.1 ce. of 3.N. NaOH is introduced into the chamber 
to absorb CO, in the extracted gas, the head of the liquid in the 
chamber being adjusted anew at the 0.5 cc. mark. pez as well as ce 
of the mercury menisca respectively are again read on the mano- 
meter as well as on the upper tube of the chamber. 3 N. NaOH 
is adopted instead of 1 VN. NaOH as used in the original method, in 
order to reduce the volume of the introduced reagent. Then, ps 
and c3 are again read similary after Os has been absorbed with 
0.3 ce. of sodium hydrosulfite solution introduced in the chamber. 

Calculation. py—pe, the drop of the mercury meniscus in the 
manometer, 1s regarded as the sum of the effects of both the COs 
absorption and the drop of the mercury meniscus in the chamber 
(c1—c2) caused by the addition of the alkaline solution. But the 
alkaline solution takes the place vacated by the mercury column of 
(c1—C2) height, so the pressure of the former exerted upon the 
mereury surface in the chamber must be taken into account. 
Hence, if we assume the specific eravities of the liquid and the 
mercury are 1.0 and 13.5 respectively, the liquid column of (c1—¢2) 
height corresponds to the mercury column of 1/13.5(e;—c2) height 
in gravity. Accordingly the fall of the mercury level in the mano- 
meter caused by that in the chamber is (1—1/13.5) (e:—e2), ie. 
0.926(¢1—c2). Consequently, the drop of the mercury meniscus in 
the manometer caused by the absorption of the CO» alone which 
represents the partial pressure of CO. in the extracted gas, is given 
by the following expression. 

Di Pa 0.920 (C15), 
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the third term corresponding to the c-correction of the original 
Van Slyke and Neill method. In practice the meniscus of ¢, does 
not come to the narrowed part of the tube but is situated just 
below the constriction, because a remainder of the solution attached 
to the wall of the chamber comes on the mercury maniscus. This 
is rather convenient for introducing the correction term, as the 
surface tension of the mercury should be the same in both readings 
of c¢; and c2. Similarly the partial pressure of Ov» is given by 


p2—ps—0.926 (c2—¢s). 


To find the amount of the gases in volume percent or in millimol 
per liter, the partial pressures of the gases given above, have to be 
multiplied by the factors which have been computed by the expres- 
sions developed by Van Slyke and Neill (1924), ef. also Van 
Slyke and Sendroy (1927). On the calculation of the factors 
we assume that the reabsorption of COz is negligible, i.e. i=1.000. 
It is important to calibrate accurately the real volume which is 
hmited by the 0.5ce. mark for each individual chamber and 
introduce it into the calculation of the factors for that chamber. 
As this mark is to be laid at the narrowest point of the constriction 
of the tube it is natural that the real volume may deviate some- 
what from 0.5 ce. It is not necessary to make the volume exactly 
0.5 ec., but it is sufficient to measure the real volume accurately and 
introduce it into the factors which are accordingly specific for the 
individual chamber. 

2) Determination of COz of sodium carbonate solution. The 
method is the same as that of the determination of the blood COs, 
except that the reagent which frees COz from the solution is a 0.6 
percent lactic acid solution. 

3) Determination of Ox of hydrogen peroxide solution. As 
a reagent for freeing Oz from the solution, a mixture of two parts 
of saturated potassium permanganate solution and one part of 
8 N. sulphuric acid is adopted. 0.1 ce. of this mixture is intermixed 
with 0.1 ec. of the sample and 0.3 ce. of de-aerated water in the 
chamber, then the extraction of the gases is carried out. The 
remaining techniques are the same as described in 1. 
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The errors of the readings of pi, p2, ps, C1, C2 and cs are not 
more than 0.05mm. Hence, those of the partial pressures of the 
gases estimated by the expressions given above do not exceed 0.2 
mm. On the other hand, the volume percent factors take the 
values between 0.7 and 0.5. Consequently the errors included in 
the values estimated in volume percent do not exceed 0.14 volume 
percent, at most. 


Checking the Method. 


1) Analysis of sodium carbonate solution. By analysing a 
M/40 sodium carbonate solution, the writer checked the accuracy 
of the COs determination with the micro-chamber. A simultaneous 
analysis of the same sample was carried out with the Van Slyke 
and Neill apparatus which was adopted as the standard on 
analyses of the blood gases. Results are given in Table I. Analyti- 
cal values obtained by both apparati coincide well with the values 
gravimetrically estimated. 


TABLE-I. 
Analysis of M/40 NazCOs solution, containing 55.65% COs 
calculated from weighting. 


Sample No. Micro-apparatus Van Slyke and Neills 

apparatus 

vol. % vol. % 

55.5 55.87 

J 55.8 55.80 
55.9 

Mean 55.7 Mean 55.84. 

a5) 55.72 

; 55.5 55.66 
55.6 

Mean 55.5 Mean 55.68 

55.2 55.93 

. 56.0 55.73 
55.5 

Mean 55.6 Mean 55.83 4 
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TABLE IT. 
Analysis of a H2Os solution of about 7.6 millimolar concentration. 
Sample No. Titrimetry Micro-apparatus - 
vol. % vol. % 
five 
17.4 
5) ee, 
ik 17.23 17:7 
17.0 
Mean 17.3 
16.8 
17.2 
2 17.18 17.2 
17.9 
Mean 17.3 
TABLE ITI. 
Analysis of blood gases. 
Micro-apparatus Van pie eee we 
Sample No. = 2 
COz Oz COz Oz 
vol. % vol. % vol. % vol. % 
45.9 18.0 
1 45.4 18.5 45.62 18.32 
45.9 18.6 45.55 18.19 
Mean 495.7 Mean 18.4 | Mean 45.59 Mean 18.25 
48.3 17.4 
5 47.9 18.3 48.05 17.68 
- 47.9 18.3 Sessnly 17.87 
Mean 48.0 Mean 18.0 | Mean 48.08 Mean 17.78 
43.7 16.4 
3 44.8 16.4 44.52 16.43 
44.3 16.2 44.80 16.33 
Mean 44.3 Mean 16.3 Mean 44.66 | Mean 16.38 
54.8 16.8 
4 54.4 17.4 54.78 17.54 
56.0 EH 54.35 Om 
Mean 55.1 Mean 17.3 Mean 54.57 Mean 17.65 
39.6 18.7 
x 38.4 1953 39.00 18.74 
7 38.3 19.4 38.74. 19.01 
Mean 38.8 Mean 19.1 | Mean 38.87 | Mean 18.88 
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2) Analysis of hydrogen peroxide solution. About 7.6 milli- 
molar hydrogen peroxide solution was analysed with the micro- 
chamber. The accuracy of the O» determination has been demon- 
strated by simultaneous titrimetric analysis of the same solution. 
Results are given in Table II. 

3) Analysis of blood gases. Analyses were carried out by 
means of the micro-method, and the Van Slyke and Neill one, 
simultaneously on the same rabbit blood, the results obtained by 
the latter being regarded as the standard. A comparison of these 
two kinds of data are summarized in Table III. We see in it a 
satisfactory coincidence between both data within the scope of 
experimental error. The percentage deviation of data observed 
with the micro-method from the corresponding standard data 
(obtained by the original Van Slyke and Neill method) are 
computed. Krom them the probable error which accompanies each 
datum of analysis is calculated as 0.83 percent for COs and 1.49 
percent for Os. 


Another Type of Micro-Chamber. 


In order to avoid turnig the three-way 
stop-eock under lowered pressure, another 
type of the micro-chamber, as sketched in Fig. 
3, was designed. A wide tube (Z) (1.4 em. in 
diameter, 6em. long) provided with a stop- 
cock serves as a receiver of the liquid from 
which the gases have been extracted. In using 
this type, the liquid in the extraction chamber 
is transfered to the tube (LZ) by lowering the 
mercury level in the chamber to K, adjusting 
it with the leveling bulb. Thus the ejection 
of the liquid in the chamber and the following 
admission of mereury into it are carried out 
simply by lowering and raising the leveling 
bulb. The inferiority of this type to the 
above described is that the transference of the 
liquid into the tube (Z) is not so smooth and complete as when it 
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is lead by the three-way stop-cock. 


SUMMARY. 


A modified form of the extraction chamber of Harington 
and Van Slyke is described, which is applicable to 0.1 ee. of the 
sample. Results of the analyses of sodium carbonate solution, 
hydrogen peroxide solution as well as blood, demonstrate the satis- 
factory accuracy of the analytical values obtained with the micro- 
chamber. The probable error which accompanies each datum of 
the blood gas analysis is 0.83 percent of the observed value for 
CO», and 1.49 percent for Ons. 


The expenses of this research were defrayed by a grant from 
the Educational Department of the Government for research in 
natural science. 
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INTRODUCTION. 


Lundsgaard and Moeller(1922), and Verzar and Keller 
(1923) reported that there is little difference in oxygen content 
between arterial and cutaneous blood, Verzar and Vasarhelyi 
(1924) maintained the same regarding the COs content. If this 
is true, the gaseous content of arterial blood can be estimated 
easily by analysing 0.1 ce. of cutaneous blood by the micro-blood 
gas method reported in my previous paper (Saito, (1937)). The 
present research aims to re-examine this problem by experimenting 
on human subjects as well as on rabbits, and to search how to 
obtain the cutaneous blood of which the gaseous content resembles 
as nearly as possible that of the arterial blood. On the other hand, 
acidosis and alkalosis have usually been estimated by determining 
the CO» content of venous blood or its plasma. If cutaneous blood 
may be substituted, the estimation will become much simpler. The 
present research aims also to investigate this point. 


EXPERIMENTS. 


I. Experiments on human subjects. 


Various procedures for collecting human cutaneous blood have 
been described by Lundsgaard and Moeller (1922), Verzar 
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and Keller (1923), Verzdr and V4sarhelyi (1924) and 
Drucker and Cullen (1925). From among these procedures, 
we adopted the following method. 

An ear lobe is first warmed in water of about 50°C for some 
five minutes in order to set up hyperaemia. Then, after disin- 
fection with alcohol, the lobe is incised with a small, sharp scalpel. 
The incision should be about 5mm. long and about 1-2 mm. deep. 
The first drop of blood from the wound is wiped off. The blood 
then discharged from the wound is collected under paraffin oil, 
contact with air being strictly avoided. Cutaneous blood thus 
collected is introduced into a micro-pipette. The remaining steps 
in the analysis have been described in the previously mentioned 
paper. Hyperaemia set up before bleeding is not only necessary 
to facilitate the bleeding process, but also to make the collected 
sample more nearly resemble arterial blood. Table I shows the 


TABLE I. 
Gaseous content of human cutaneous blood. 


Drawn from Drawn from skin 
Sample congested skin. without congestion. 
No. 
COs Oz COz Oz 
vol. % vol. % vol. % vol. % 
1 48.4 22.2 48.5 20.5 
2 50.9 19.8 52.3 19.0 
3 Does 19.1 51.5 18.7 
4 | 49.5 17.6 OL ATS 
5 52.1 19.7 48.3 17.6 
Syl il 18.6 47.9 16.0 
Mean 50.9 19.5 49.9 18.2 


gaseous content of two sorts of cutaneous blood drawn at the same 
time, one from a congested ear lobe and the other from the opposite 
ear lobe without hyperaemia. Here we see no serious difference 
between the two in the CO, content but a distinct difference in 


the Oz content, that of the former averaging 1.3 yolume percent 
higher than the latter. 
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Next, the gaseous content of cutaneous blood collected from 
congested skin is compared with that of arterial, as well as of 
venous blood. Venous blood is drawn from the cubital vein without 
stasis. A portion of it is arterialized by equilibrating it at 37°C 
for 15 minutes with some 20 times its volume of alveolar air of the 
same subject. The alveolar air used is collected by Haldane and 
Priestley’s method, the deep expiration being made at the end of 
a normal expiration, just following the drawing of the cutaneous 
blood. To avoid glycolysis, venous blood is stored at 0°C 
immediately after being drawn. Also, in order to ascertain that 
no glycolysis takes place during the arterialization at 37°C, the 
COs content of the blood equilibrated with the alveolar air at 
18°C is determined before and after arterialization. When com- 
pared with each other, no difference is seen between them. This 
shows that glycolysis does not occur during the arterialization at 
ot. Os 

Data concerning gaseous content of arterial, cutaneous and 
venous blood are given in Table II. As may be seen therein, the 


TABLE II. 
Blood gas content of resting human adult. 


No. of Alveolar air Arterial blood | Cutaneous blood | Venous blood 
experi- |— 2S SS ee oe — ——-|- — 
ment COz Oz CO» Oz COz Oz CO: Oz 


mm. Hg|mm. Hg] vol. % | vol. % | vol. % | vol. % | vol. % | vol. % 


1 48,7 94.9 51.8 16.0 50.6 19.5 59.9 6.9 
2 42.9 101.2 46.0 21.3 46.3 20.1 OT .2 10.2 
3 47.1 91.0 50.9 17.8 52.4 18.2 53.8 13.9 
4 40.7 103.9 50.3 22.9 50.2 21.2 53.3 18.9 


Mean 44.9 97.8 49.8 19.5 49.9 19.8 56.1 12.5 


gaseous content of cutaneous blood so closely approaches that of 
arterial blood that the former may be satisfactorily substituted for 
the latter. 
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Il. Experiments on rabbits. 


Collection of cutaneous blood is carried out as follows: The 
ear lap of a rabbit is warmed and rubbed with alcohol until its 
blood vessels are markedly dilated. Then about lem. of sheared 
tip of the ear lap is cut off the edge, taking care not to cut large 
blood vessels. The blood from the wound is collected under oil 
in the manner described above. Arterial and venous blood are 
collected from the carotid artery and the jugular vein respectively, 
each sample being introduced into a micro-pipette directly from 
the blood vessel. The collection of these three sorts of blood is 
carried out within a 20 minute period. Data of these blood analyses 
which may be seen in Table III, shows that, as in the case of human 
blood, the gaseous content of cutaneous blood coincides well with 
that of arterial blood. 


TABLE III. 
Blood gas content of rabbit in resting state. 


Sample Arterial blood Cutaneous blood Venous blood 
ae CO: O» CO: 0 CO. Os» 
vol. % vol. % vol. % vol. % vol. % vol. % 
il 48.5 17.3 50.6 fate 53.3 17.0 
2 49.0 16.5 47.7 15.8 52.2 12.6 
a 36.6 17.4 Ofell 16.8 38.8 15.0 
4 | 48.5 16.7 48,9 15.8 51.5 eth 
5 45.8 17.5 46.6 16.6 46.7 16.0 
6 45.0 a eral 46.8 eo 46.5 15.4 
Mean 45.6 IMA 46.4 16.7 48.2 14.0 


III. Experiments on acidosis and alkalosis. 


Acidosis. As material for the experiment, rabbits of about 
2.5 ke. are used. 10 ce. of blood is first drawn by puncturing the 
heart. It is then intermixed with a 3.6% (isotonic) sodium citrate 
solution as an anti-coagulant in the proportion of 9:1. The mixture 
is centrifuged to separate the red cells from the plasma. The 
former are suspended in the smallest possible volume of physiologi- 
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cal saline solution and injected into the jugular vein. The latter 
is intermixed with 3 ce. of a 35% lactic acid and readmitted into 
a vein very slowly in order to avoid haemolysis in the circulating 
blood stream. After an hour, the blood sample is collected and 
analysed. 

Alkalosis. Alkalosis is brought about by the hypodermic in- 
jection of a 9% NaHCOs solution (13-25 ce. per kg. weight). 
After an hour, the blood is collected. 

In the case of acidosis as well as of alkalosis, the collection 
and analysis of the blood are carried out in the same manner as 
described in the preceding section. Data are given in Table IV 
and V, each being compared with the normal value obtained before 


TABLE IV, 
Blood gas content of rabbit in the normal state and alkalosis. 


Arterial blood | Cutaneous blood| Venous blood | Venous plasma 


Normal} Alka- | Normal] Alka- | Normal! Alka- | Normal] Alka- 
state losis state losis state losis state losis 


vol. % | vol. % | vol. % | vol. % | vol. % | vol. % | vol. % | vol. % 
CO: 54.6 57.8 54.3 58.4 55.8 58.4 62.0 67.4 
Oz 18.8 19.0 aieds 17.6 18.4 16.0 — a 


CO, = == 44,2 65.7 44.2 Ue 50.8 85.0 
Oz — = 19.7 21.9 16.9 7.4 — _— 
CO2 = _ 45.8 50.0 44.9 53.8 57.2 60.3 
Oz = = 16.6 18.6 13.8 5) = = 
Co. —_ —_— 50.5 73.0 54.5 78.6 62. 94.9 
O: —_ —_ 14.1 11.4 9.2 6.8 aes — 
TABLE V. 


Blood CO: content of rabbit in the normal state and acidosis. 


Arterial blood | Cutaneous blood | Venous blood | Venous plasma 


Sample - 
No. | Normal Acidosis Normal Acidosis Normal Acidosis| ~°"™* 


Acidosis 
state state state state ‘ 


vol. % | vol. % | vol. % | vol. % | vol. % | vol. % | vol. % | vol. % 
it 39.8 19.1 40.0 28.8 43.7 29.2 = = 

2 45.6 32.3 46.0 34.6 51.6 39.9 59.4 38.6 
5: 43.2 26.2 42.5 28.1 53.8 34.3 59.9 33.4 
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the beginning of the experiment. We sce in these tables that, in 
each experiment the CO, content of the three sorts of blood and 
venous plasma vary in the same respects, and in much the same 
proportions. Consequently, for the purpose of examining acidosis 
and alkalosis by blood gas analysis, cutaneous blood can be sub- 
stituted for venous blood or its plasma. 


SUMMARY. 


1) Cutaneous blood drawn from congested skin contains on 
an average 1.3 volume percent more oxygen than that drawn with- 
out producing hyperaemia, while no difference is observed between 
their CO. contents. The former blood sample has the same gaseous 
content as arterial blood. 

2) For an estimation of acidosis or alkalosis by means of 
blood gas analysis, cutaneous blood can be used instead of venous 
blood or its plasma. 


The expenses of this research were defrayed by a grant from 
the Educational Department of the Government for research in 
natural seience. : 
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In the past few years, vitamin B;, was obtained in erystal 
forms, and now it becomes easier to be obtained in good quantity 
by improved method of its extraction, while the study has been 
made by many investigators to clear the chemical constitution by its 
analysis. 

Windaus (1934) succeeded in getting two substances in 
erystal forms by carefully oxydizing vitamin B,; with nitric acid. 
One of them is probably a nitrate of methyl-imidazol carbonic acid 
esters having the composition of C;H1,N30; and the other is thio- 
pyrol carborie acid of C;H;O02NS. 

January 1935, Williams (1935-1) submitted at last the 
following structural formula (1) after a long study ; 


CoH; 


(1) N O——N—C-CHs 


In this formula, the existence of pyrimidine nuclei was proved 
by using ultra-violet absorption spectrum, and thiazole is deduced 
from the assumption of H. T. Clarke. It was thought that these 
two nucleus should be combined at N of thiazole, for vitamin By 
is sensitive to alkali, though thiazole is very stable itself. 

Furthermore, Williams (1935-3) had obtained two substan- 
ces quantitatively, as showned in the next equation, by treating 
vitamin B, with sulfite. 
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CyoHigN4OS + H2SO3 am CoH yN3SO3 ie Cy>H,NOS 
(A) (B) 


Then, it was found afterward (Williams; 1935-4) by absorp- 
tions spectrum of (A) is almost akin with that of 2,4-dimethyl1-6- 
aminopyrimidine sulphacid, and a second substance which produced 
by treating with strong hydrochloric acid, a similar absorption 
band to that of 2,4-dimethyl-6-oxypyrimidine. While 2-oxy- or 
2-aminopyrimidine has entirely different absorption band, there- 
fore, he said, (A) is likely 6-aminopyrimidine derivate. 

The construction of substance (B) was proved synthetically by 
Clarke (1935). This brings forth the quaternary ammonium salt 
by reacting with methyliodide and splits off sulphur when heated 
with 20% NaOH, but (B) itself remains unchanged. In alkali 
solution, this forms pseudobase, i.e. it has the same characteristics 
as the molecule of vitamin B,. 

Thus, Williams’ formula was generally recognized as being 
correct. 

Though Windaus (1935) recognized the above theory, he had 
still questions with regards to the position where ethyl group com- 
bines and thiazole combines with pyrimidine. He treated vitamin 
B, with barium permanganate taking out the base having the com- 
position CgHi Ns and concluded this might be something like the 
following formula (II) ; 


re 
C 
JN 
(II) ‘ ot 
| 
H,C-C C-NH2 
NZ 


He agreed with Williams’ opinion that the thiazole is com- 
bined with C; of pyrimidine, and disagreed that ethyl group is at 
Cy, but two methyl groups, he said, should be at Cs and Cy of 
pyrimidine. In the other words, vitamin B; should be explained by 
the next structural formula (IIT) ; 
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a 
C Cl 
aN : 
(IIT) N a 
I | | 
H,C-C C—NHe ce C-CH:CH.OH 


Windaus’ opinion on which he determined the formula of 
(II) is given in the following two points; 

1) Thiochrome, containing sulphur with blue fluorescence, 
made from vitamin B; by Kuhn (1935-1) and Barger (1935) 
has another ring beside two rings of vitamin B;. And this is com- 
posed by the following process; 


CH; 
aS 
Vitamin B, NaOH _ ‘ * C-CH, 
H,C-C O-NH: HC O-CH.CH:0H 
FH lee 
N HOS 
CH, 
| 
 @) 
IN r 
K.[Fe(CN)] I | ea ae etc 
HCC OC CG (CCH.CH-OH 
Se a GOL 
N NH. O-S 
CH, 
| 
C 
IS oe 
a N O—N—C-CH, (IV) 
i a fee 
H.c-C Cc C CCH.0H.OH 
OT 
ny one 
Thiochrome 


Windaus’ formula (III) seems to he agreeable, for thio- 
chrome, according to Kuhn and Barger’s research, no quartenary 
N and number of methyl group is equal to vitamin By. To lead 
the formula of thiochrome (IV), two nitrogens which take place 
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to compose new ring, must be connected to adjointing carbons, Cs 
and Cs, since, two amino groups, he said, must adhere to C; and 
Cg of pyrimidine nuclei (II). 

2) If ethyl group exists at C4, it is impossible to prove the 
formating process of C7Hi:N30; (VII), which is obtained in 
nitric acid analysis of vitamin B,; by Windaus. This substance 
is thought to be a nitrate of 6-oxymonomethyl athoxyprimidine, 
but this is obtained from only dimethyl pyrimidine, but not from 
ethyl pyrimidine. In other words, two amino groups in (II) are 
substituted by two hydroxy groups and one of methyl group (at Cq) 
is oxydized by carboxyl and split off COs. Then methyldioxy- 
pyrimidine is ethylized by alcohol getting one molecule of nitric 
acid. For analogy, he pointed out the following three reactions; 


O O 
CeO Y Ol 
< La A 
) HUN SS CORT HN C-OC:H; 
a ——> 
OCR Oi OCR Oia 
NZ 0 INAS 
N NOE 
H ac 
ae H ONO 
O ye 
\ C OH 


oN 
H,C-N C-OCH, UG 
HNO, H,C-N C-OCH, 


b) oc co Sa 
oc co 
N Sf 
| N 
CH, | 
HH Oe 
C ea 
oa CH ae 
4° w 3 
) Pad ENG: ne C-CH, 
oc co met 
\F oc co 
N re 
H N 


lal 


Phe above is Windaus’ opinion, but I believe his structural 
formula is still unacceptable. 
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I (1936-1 and 2) given the following structural formula for 
vitamin B; (V) and thiochrome (VI) ; 


| 


6) Cl 
Ci) HOR.) ume 
: : } = ay oe Vitamin B, 
—C © HC O-CH.CH.OH 
\7 
N NH: S 
jammee bs 
oC 
JOT 
(V1) CH, -0n,) 7 t we Thiochrome 
, 
a“ <. C (CH.CH:OH 
SFT 
NN §8 


The base of the above formula is as follows; 

1) In ultra-violet absorption spectrum of vitamin B,, two 
absorption bands are clearly and highly apart, and I believe, as 
Smakula (1934) said, that these two maxims are due to the 
existence of two different ‘‘Chlomophoren’’ connecting with each 
other by saturated hydrocarbon group as (—CH2-). 

2) I think the pyrimidine body which Windaus obtained 
(VII) in nitric acid cleavage of vitamin B, is as (VIII). 


I ONO H OH 

VA lv 

Uo JOR UX. _(OH.00,H, 
NO NH Oe 
| | OCH |< | 0; 

H.-C co HG CO 

Se Ne 

N N 

H H 
(VID) (VIII) 


It is difficult to obtain C7H,,0;N3 from Williams’ formula 
in which ethyl group is at Cy of pyrimidine, and also Windaus’ 
process seems to be unnatural which stands on the assumption that 
only methyl group at Cy, among dimethyl, must be oxydized by 
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nitric acid analysis. I think it better to explain CeHioNs (11), 
W indaus obtained, as (IX). It is quite natural that C7Hi1i:05N3 
is formed from the fact that methyl group at nuclei is easily 
oxydized (for instance, 4-methyl-uracil), but there is no need to 
assume that only a certain methyl group must be oxydized. 


CH, H 
| C 
C eN 
VAN N C-CH:-NH, 
(1X) No CACH.-NA or | | (X) 
Pad H,C-C C-NH- 
HC C-NH2 Ye 
| N 
N 
COOH H 
c A 
y \ 
UN N (C-CH.-NH> 
ee N 0-CH.-NH> or ey 
:: fl d ee pe yo RE 
oe To VA 
SF N 
N 
H H 
GC C 
LOS uN 
=COr i C-CH,OH 0©H,OH N (-CH.OH:H; 
2 Seer =o Py 
HC C-OH nt co 
\7 SO 
N N 
HL. 
H OH 
CG CH.00C2H; 
S va 
HNOs ae (VIIT) 
HG CO 
Bes 
N 
H 


This corresponds to the case of thymin among the analogy 
Windaus mentioned. 

3) For the formation of thiochrome from vitamin B, there 
are excellent analogies (Spath. 1935) as follows; 
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re) 6) 
C Oo 
iN yN 
IS ——=Oli N—CHe 
» (ie — 0b 
OC cH, C 6H. 
WA SP YOYF 
C N 6 
Hi; A: H; i; 
Cc CO GC a 
) Vinn ASS 
fic (it 
b) oc CH CCH: 
Se eh ST FF 
NH. 6 N CG 
He He 
oe: 
Cc ¢ 
Lh 
ae 
| es OH: 
ele 
N G 
H H 
H H H 
C C C 
VON oo van 
a HG CH His a 
2) a CH BLVECEN okt a0 e HC OH-OH 7 SHC CO 
\7 aoa N 
N N 2 N 
aN | | 
Br C,H, C,H, J C,H, 


From the above, the formating process of thiochrome from 
vitamin B,, can be explained as follows; 


(el, -CHs) 


me 
WAS 
N NH, 8 


C-CH,CH:0H 


Vitamin B, 
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NaOH Wat | 


— 


K,[Fe (CN)o] | 


a I Thiohrome 


NareSeOx 1 N-_C-CHs Leucobase 


4) Putting together reports of Kuhn (1935-2) and Todd 
(1936), there are two C-methyl groups in vitamin B, and thio- 
chrome, and seeing one of them exists in thiazole nuclei, then the 
other should, with no doubt, be in pyrimidine nuclei, though the 
later position can not be decided whether it is at C2 or Cy without 
synthesis. While analyzing vitamin B,, I found acetoamidine-like 


substance and if it is true, it is the evidence that methyl group is 


Equivalent acid in 
acetic acid 
N-pheny1-2.4-dimethyl-thiazoleiodidie: j2su. ame ciee ese aecie se cerns si 
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SUM AE MR alll! 5 8 oie oko Oheene Aen on ae eee ee ee 0.77 
Pyrimidine sulphacid of vitamin Bi by Williams ................ 0.62 
3-methyl-(thiazolo-2.3:2.1-benzimidazole) ..............s...e-. 1.00 
LENT OGHT 010 CMRP AT ER cc e's 62 Suet Baas tc E. fan 1.60 
Nitin Bey rOChlordemey © ase.. 8a totes otal. odes uew fous 1.35 


5) I made an experiment under the assumption that the 
thiochrome of Windaus’ formula which has no (—CH.—) bridge 
between the two nucleus of vitamin B,, would not show fluores- 
ence, producing 8-thiotheopyilline in sealed tube (170°C) with 8- 
halogen-theophyilline and strong solution of KSH. Then treated 
with monochloraceton and I obtained the following substance. 


C 
vos 
.C_-N- C-—-N——-€-CH, 


pl OO A 
zt N 8 
CH, 


This substance has the thiochromes nuclei (IV) that 
Windaus, Barger and Kuhn advocated, but no fluorescence, as 
I expected. The same fact is proved by Ochiai (1936), and this 
is also one of the disprovals to Windaus’ formula. 

The above is my base of argument. 

Williams (1936) lately learned that the base CeHioN4 obtain- 
ed by ammonia cleavage of vitamin B, has just the same two ab- 
sorption bands with that of 5-alkyl-6-aminopyrimidine, unlike the 
compound such as 2,6., 4,6., 5,6., diaminopyrimidine, which has a 
single spectrum band. That is, this base has the formula (X) and 
proves that the second amino group is combined to its side chain. 
And it was found that this picrate is equal to that of Windaus 
having a melting point of 225°C. 

Grewe (1936) has also proved by partial synthesis, that 
(-CH»—-) bridge is essential between two bases of vitamin B, and 
the position of methyl group of pyrimidine is at Cy. 

I (1936-8) made an experiment to determine the constitution 
of oryzanin, and succeeded in obtaining two substances almost 
quantitatively by sulfite cleavage. 
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The process is following; 

200 mg of oryzanin was dissolved in 3 ce. of sodium sulfite 
solution containing sufficient excess sulfurous acid to bring the pH 
to 4.8-5.0. The total sulfite content was 2.6 N. After standing 
for forty-eight hours at room temperature, the liquid had deposited 
copious amounts of the sparingly soluble acidic cleavage product 
in erystalline form. The crystalline product was collected, washed 
and dried. (1) 

Oi2H16N,08 + H2803>CsHoN3803+ CeHyNOS 
(J) (IT) 

The mother liquor and washings were brought to pH 10 with 
strong sodium hydroxyde and the alkaline solution extracted seven 
times with 10ce. of chloroform each time. The combined chloro- 
form extracts were extracted with dilute hydrochloric acid, the acid 
aqueous extract was evaporated in vacuo and the residue was ex- 
tracted with absolute alcohol. The alcoholic solution on evaporation 
left a residue of crystalline hydrochloride of the basic cleavage 
product. The residue was dissolved in a minimum amount of 
water and made alkaline, extracted with ether. After evaporating 
off the solvement, the free base (11) was liberated. The addition 
of etheral picrie acid to an ethereal solution of this free base de- 
posited a picrate. 

(1) is almost insoluble in water and other solvents, but is 
easily soluble in dilute alkali and precipitated by acid. Recrystal- 
lization may be effected by adding acetic acid to an ammoniacal 
solution and characteristic small white needles are obtained. 
Analyses: Caled. for (1) N=20.68 Found. N=20.05. When heat- 
ing up to 350°C the material neither chars nor melts. Therefore, 
it must be 2-methyl-6-aminopyrimidine-5-methy] sulphacid. 

(II) is a basic substance, hydrochloride is hygroscopic crystal, 
easily soluble in ether, and its picrate having the melting point 
162°C. Mixed melting point with the picrate of our synthetic 
4-methy1-5-$-hydroxyethyl-thiazole 162°C. This substance is, with 
no doubt, thiazole that Williams extracted from vitamin B, and 
synthesised by Clarke. 
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I also got thiochrome from oryzanin. i.e., 

40 mg of oryzanin was dissolved in 4 ec. of methylaleohol and 
added 4ce. of 15% methylaleoholic caustic potash. In this mix- 
ture 2ce. of 33% aqueous potassium ferricyanide solution and 
20 ce. of butylalcohol and necessary water to remove the inorganic 
salt was added. Shaking for about two minutes, strong blue 
fluorescence appears in the layer of butylalcohol. Repeat this 
seven times until no fluorescence appears in butylalecohol. Wash 
the collected butylalcohol with a little water to remove potassium 
ferricianide and dry on natrium sulfite. Shake these dried butyl- 
alcohol having the blue fluorescence with weak hydrochloric acid 
(pH 2-3), seven times. On evaporating the yellow green hydro- 
chlorie acid solution in vacuo we obtained a krystalline thiochrome 
hydrochloride. Solve this hydrochloride in minimum amounts of 
25% caustic potash and extract again with chloroform. The 
chloroform solution shows again beautiful blue fluorescence. After 
drying these solutions of chloroform on natrium and potassium 
carbonate and condensed in vacuo, to a small volume, and standing 
in ice chamber, we obtained at last yellow substance composed of 
free base of thiochrome. 

The 2-methyl-6-amino-5-aminomethylpyrimidine which was 
synthesized in our laboratorium has the same characters with the 
diamine of Windaus’ isolated from vitamin B,. (hydrochloride: 
262°C, picrate: 225°C.) 

From the above experiment, I concluded that oryzanin and 
thiochrome produced from it, have the following structure ; 
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I thought formerly that diazo reaction of vitamin By, is caused 
by the cooperative action of pseudobase building by caustic alkali 
and amino group. Lately, Buchmann (1936) announced that 
acetopropylalcohol and the quatenary base which is obtained by 
addition of methyliodide to Williams’ thiazole show positive azo- 
test, as vitamin By. While Williams’ thiazole itself, has negative 
azo-test, and an aceton as Peters himself says (1934), has positive 
color reaction. 

So it is more reasonable to explain that vitamin By, has the 
tendency to be easily destroyed by caustic alkali, and acetopropyl- 
aleohol thus produced, shows positive diazo reaction. 

In fact our synthetic acetopropylaleohol by the method of 
L. Knunyantz shows positive diazo reaction. 

The condensation of 2-methyl-6-amino-5-brommethyl-pyrimi- 
dine (hydrobromide M.P. 207°C) with 4-methyl-5-$-hydroxy-ethyl- 
thiazole is now under investigation in our laboratorium. 

The author wishes to acknowledge the kind cooperation of Dr. 
K. Makino. 
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SUR LA TENEUR EN CHOLESTERINE DES ONGLES 
DE QUELQUES ANIMAUX 


par 


KAZUO HOTTA er KENZO TAKAGI. 


(Laboratoire de Bio-chimie de la Faculté de Médecine 
de VUniversité de Nagoya.) 


(Recu pour la publication le 30 Novembre 1936) 


I. InvrrRopuctTion. 


P. G. Unna et L. Goldetz, dans leurs études trés précises 
faites en 1909 sur la graisse cutanée et des phanéres de l’homme, 
ont établi que la graisse de l’ongle contenait 19.62 me% de chole- 
stérine. 

Nous méme avons dosé la cholestérine des ongles de quelques. 


animaux. 


Il. Marérren ev MBTHODE. 

Le plus rapidement possible, nous avons dosé la cholestérine 
dans des ongles humains arrachés par un traumatisme et ceux 
d’animaux abattus ou tués a la chasse. Nous n’avons étudié que les. 
ongles de males, tant chez |’>homme que chez l’animal. Nous avons. 
employé la méthode d’Embden, modifi¢ée par Miyamori pour le 


dosage de la cholestérine. 


If. Resuvtrats. 


Les mammiféres ont généralement plus de cholestérine que les. 
oiseaux. Le taux moyen est de 362.32 mg.% chez l’homme, 204.60) 
mg.% chez le singe indien, 145.13 mg.% chez le singe japonais ; 
quant aux animaux carnivores, il est de 438.27 mg.% chez le chien, 
260.12 mg.% chez le chat, 233.41 mg.% chez le blaireau et 182.45 
me.% chez le loutre. Pour les solipédes, ce taux moyen est de 264.97 
mg.% chez le boeuf, 252.52 mg.% chez le pore, 359.58 mg.% chez 
le sanglier, 394.68 mg.% chez le bélier mérinos, et 431.72 mg.% chez 
la brebis mérinos (un peu plus élevé que chez le male), et enfin 
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474.00 mg.% chez le mouton ordinaire. Quant aux animaux 
rongeurs, le taux moyen est de 483.47 mg.% chez le lapin, ce qui 
est le chiffre plus élevé parmi les espéces examinées, 267.27 mg.% 
chez le liévre, 110.25 mg.% chez le cobaye. En observant tous les 
mammiféres ci-dessus énumérés, on peut constater que la teneur en 
cholestérine varie beaucoup selon les espéces. Enfin, pour les 
oiseaux, il est de 290.72 mg.% chez le coq, 97.68 mge.% chez le pigeon 
et 87.13 me.% chez le serin. (voir Tableau I). 


TABLEAU JI. 
| | | | Cholestérine 
| Hay | Substance a | Cholestérine dans la 
Animal % séche Solidité | (taux moyen) jsubstance séche 
% mg % (taux moyen) 
| mg % 
Homme 26.38 73.62 13 362.32 492.16 
Singe japonais 27.88 eee || 13 74 145.13 201,23 
Singe indien 28.92 71.08 34 | 204.60 287.84 
Chien 25.64 74.36 13 438.27 589.43 
Chat 19.14 80.86 14-15 260.12 321.67 
Blaireau 22:30 77.65 15-16 233.41 300.58 
Loutre == = = 182.45 = 
Boeuf 25.20 74.80 14 264.97 354.28 
Pore 25.94 74.06 12-13 252.52 340.94 
Sanglier 25.06 74.94 13 359.58 479.86 
Bélier mérinos 26.48 73.52 13 394.68 536.86 
(Brebis mérinos) | 27.32 72.68 13-14 431.72 | 593.97 
Mouton 25.59 | 74.41 13 474.00 | 637.01 
Cheval 26.68 73.32 13-14 201.14 274.27 
Lapin ea) 74.70) 14 483.37 647.13 
Liévre 24.15 75.85 14 267.27 352.40 
Cobaye — == — 110.25 == 
Coq 27.38 72.62 12-13 290.72 400.30 
Pigeon — — a 97.68 = 
Serin —_ = | =, | 78.13 | = 


lV. Rf&fSUME ET DISCUSSION DES RESULATS. 


D’aprés les résultats obtenus, il existe une différence de plus 
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de 50 mg.% méme entre le singe indien et le singe jJaponais appar- 

tenant a la méme espéce, et une différence de 180.00 mg.% entre le 

chien et le chat domestique qui ont une alimentation et une vie 

relativement semblable. 

Le sanglier a la teneur en cholestérine plus élevée d’environ 
100 mg.% que celle du pore, et le lapin en a une qui est plus élevée 
d’environ 220.00 mg.% que celle du liévre. D’autre part, en tenant 
compte de la solidité des ongles, et de la nourriture, il nous est im- 
possible de trouver |’existence d’un rapport net entre la teneur 
en cholestérine des ongles et la variété de ces animaux. Cependant, 
on peut émettre une hypothése: il semble que les ongles ou les 
eriffes destinés non seulement a la propre défense de 1’individu, 
mais encore a d’autres usages, contiennent plus de cholestérine que 
ceux qui sont moins utilisés. Par exemple les ongles du mouton, 
du boeuf, du cheval, du sanglier, ete., qui s’usent sans cesse par la 
marche, ceux de homme qui servent a différents usages, ceux du 
lapin et du blaireau qui s’emploient pour creuser la terre, ceux du 
chien, du chat et du coq qui sont destinés a la défense de ]’individu 
contiennent plus de cholestérine que ceux du cobaye, de la loutre, 
du pigeon, du serin, ete. De plus, quant a la teneur en cholestérine 
des ongles, il y a une grande différence, comme nous |’avons indiqué 
plus haut, méme dans la méme espéce, par exemple, entre le singe 
indien et Je singe jJaponais, entre le lapin et le hevre, ou entre le 
sanglier et le pore. On ignore encore la cause de ces variations 
et il convient d’attendre des études ultérieures sur ce sujet. 

Nous résumons ci-dessous |’étude expérimentale :— 

I.—Par rapport aux autres viscéres, les ongles ou les griffes 
de certains animaux occupent une position moyenne en ce qui con- 
cerne la teneur en cholestérine. 

Il.—lLa teneur en cholestérine des ongles chez les animaux 


varie suivant les espéces. 
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STUDIUM UBER DIE FETTSTOFFE DER SAURE- 
FESTBAZILLEN IN DER ERDE. 


Von 


HIROO KAMEDA. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Akademie Kumamoto. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Eingegangen am 30. November 1936.) 


Es wurden iiber die Fettstoffe der Saurefestbazillen schon 
mehrfach Untersuchungen angestellet und ver6ffentlicht; so sind 
vor allem die Mitteilungen von Anderson und seinen Schiilern 
und die von Chargaff und seinen Schiilern unter andern die 
letzten bemerkenswerten Arbeiten. Doch gibt es in diesen Arbeiten 
keinerlei Versuche iiber die Beziehunge der Kulturdauer zu dem 
Fettstoffgehalt der Bazillen. 

Zunachst iiber die Frage, welche Beziehung zu den Fettstoffen 
des Nahrbodens die Sdurefestbazillen haben, welehe eine grosse 
Menge Fettstoffe enthalten, beobachteten Kawamura (1923) und 
Tokunaga (1931), dass der Naéhrboden, dem Fettstoffe hinzu- 
gefiigt wurden, keinen guten Einfluss auf das Wachstum der Tuber- 
kelbazillen ausiibte. Wenn dies zutrifft, scheint es mir, analog dieser 
Tatsache, interessant zu sein, welches Wachstum die Bazillen auf 
dem von Fettstoffen freien Nahrboden entwickeln. Aber es findet 
sich tiber dieses Gebiet keine Mittelung in der Literatur. 

Hierauf wurde in vorliegender Mitteilung der Gehalt der 
Fettstoffe im Bazillenkérper nach verschiedener Kulturdauer und 
bei dem Fehlen der Fettstoffe im Niahrboden feststellt. Zum 
Zwecke dieser Versuche wire aber der wichtigste Ausgangspunkt, 
zuerst die Extraktionsmethode der Fettstoffe des Bazillenkorpers zu 
studieren. 

Als Versuchsmaterial habe ich die von Nagasaki und 
Ichihara (1934) aus Erde in der Stadt Kumamoto isolierten 
siurefesten Bazillen, Erdstamm No 243, verwendet. 

Néhrboden. Als Nahrboden wurde gewohnlicher Glycerinag- 
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arnibrboden benutzt. Er besteht aus 100 com Wasserextrakt aus 
Rindfleisch, 5g Kochsalz, 10g Pepton, 20g Agar, 100 cem 10% 
Natrium carbonat und Glycerin, dessen Menge im Nahrboden 4% 
ist. Als der von Fettstoffen freie Nahrboden* wurde ihm Rind- 
fleisch und Pepton, welche in Soxleht’schen Extraktionsapparat 
mit Alkohol und dann Ather je 48 Stunden lang extrahiert wurden, 
hinzugefiigt. 

In diese beiden Nahrbéden wurden Bazillen verimpft und in 
den. Brutofen gesetzt. Nach 14, 27 und 42 Tagen wurden die 
3azillen entnommen und untersucht. 

Die Bazillen habe ich mit Platinése vorsichtig gesammelt und 
mu der frisechen Bazillenmenge von 20 ¢ 200 cem 0,9% physiologische 
Kochsalzlésune hinzugeftigt und Bazillensuspension gemacht. 
Dann habe ich diese Suspension mit Filtrierpapier filtriert und 
das Filtrat zentrifugiert (3000 mal, 30 Minuten lang) und diesen 
Vorgang 7 mal wiederholt. Darauf habe ich die Bazillen in der 
Abdampfungsschale auf Wasserbad getrocknet. Danach habe ich 
die Masse unter Niederdruck auf P2O; getrocknet und gewichts- 
konstant gemacht. Um die Frage, ob in der Bazillensuspensions- 
fliissigkeit Bestandteile des Nahrbodens enthalten sind, zu klaren, 
habe ich die nach dem Zentrifugieren erhaltene Oberfliissigkeit 
jedesmal auf Pepton (Biuret-Reaktion), Glycerin (Akrolein- 
Reaktion), Agar-Agar (Jod-Reaktion), Phosphor und Stiekstoff 
untersucht und habe sie in der erstmaligen Oberfliissigkeit schon 
negativ gefunden. 

Katraktionsmethode der Fettstoffe der Bazillen. Das vor- 
hegende Experiment erzielt die quantitative Bestimmung von 
Phosphor und Stickstoff in den Fettstoffen. Die Resultate in 
bezug auf diese Hlemente von Siaurefestbazillen vieler Forscher 
zeigen, wie aus der Tabelle XII ersichtlich ist, een Unterschied 
in dem Verhaltnis des Phosphors und Stickstoffs im Fettstoff trotz 
derselben Bakterienarten. Das kommt deutlich von der Kul- 
turdauer, Art und Weise des Naihrbodens, der Extraktionsmethode 
und der Verschiedenheit der Bestimmungsmethode ete. 

Bei vielen Arbeiten hat man zum Experiment frische Bazillen 
benutzt und als Extraktionsmittel Alkohol-Ather-Mischune (Let) 
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gebraucht und dureh Schiitteln extrahiert. 

Ich habe der Extraktionsmethode besondere Aufmerksamkeit 
gewidmet. So habe ich eine bestimmte Menge von bis gewichts- 
konstant getrockneten Bazillen in den Soxhletsappart gebracht und 
zuerst mit Petrolather (35°-60°) extrahiert, den Riickstand dann 
mit Ather, und den dann noch verbleibenden Riickstand mit Alkohol 
mittels dem Kumagawa-Sudo’schen Apparat extrahiert. Die 
Extraktion dauerte bei Petrolither oder Ather 48 Stunden, bei 
Alkohol 72 Stunden lang. 

Quantitative Bestimmung von Phosphor und Stickstoff. Die 
Petrolather und Atherextraktionsfliissigkeit wurde abgedampft und 
im Exsiceator getrocknet. Nach dem Gewichtskonstantwerden 
wurde eine bestimmte Menge in einen Becher genommen und mit 
Losungsmittel in einen Mikrokjeldahlkolben tibergegossen, darauf 
wurde der Becher tiber 5 mal mit den Lésungsmittel ausgespiilt 
und die Spilfliissigkeit der vorlaufigen Losung hinzugefiigt. Die 
Alkoholextraktionsfliissigkeit wurde abgedampft, getrocknet, und 
das Gewicht des Extrakts wurde festgestellt. Der Extrakt wurde, 
in Alkohol gelost, in eimen Messkolben gegossen und eine gewisse 
Menge davon genommen und in einen Mikrokjeldahlkolben 
gebracht. Der Inhalt des Kolbens wurde unter niedrigem Druck 
abgedampft und der Stickstoff (Mikrokjeldahl) und Phosphor 
(Takatasche Methode, 1936) bestimmt. 

In Tabelle I-III sind die Menge des Phosphors und Stickstoffs 
im Fettstoff der Bazillen gezeigt. 

Tabelle J zeigt das Resultat von Bazillen der neunten Genera- 
tion. 

Die neunte Generation wurde so kultiviert: Die vom Gly- 
cerinagarnahrboden isolierten Bazillen wurden als Bakterienstamm 
genommen, auf einen anderen Niahrboden tibergeimpft und 14 
Tage lang in den Brutofen gesetzt. Die Bazillen von 14-tagiger 
Kulturdauer wurden dann wiederum auf einen anderen Nahrboden 
iibergeimpft und dies in derselben Weise 9 Male fortgesetzt. 

Tabelle II and III zeigen das Resultat bei Bazillen in der 
zehnten und elften Generation. ‘ 

In Tabelle IV sehen wir das Resultat von in Petrolather, Ather 
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TABELLE I. (9. Generation), a (Phosphor). 
, A=} * . 
eh SS fp Bazillen Extrakt eee Lipoid-P 
= z a wena Menge Menge ae (% im 
ae | 2 g g Bazillen) 
Petroliither 0,3750 0,0165 0,0487 0,0129 
1 | Ather 0,3750 0,0417 0,1842 0,0491 
s Alkohol 0,4052 0,0689 0,5680 0,1402 
aa petal rea eae 
B 
Sy Petrolither 0,3750 0,0165 0,0547 0,0145 
2 | Ather 0,3750 0,0417 0,1802 0,0481 
Alkohol 0,4052 0,0689 0.5680 0,1402 
Petroliither 0,2503 0,0110 0,0463 0,0185 
1 | Ather 0,2503 0,0156 0,0883 0,0377 
FA Alkohol 0,3755 0,0504 0,4519 0,1204 
e 7 Je eee Ne eee ee 
H 
ts Petrolither 0,2503 0,0110 0,0466 0,0186 
2 | Ather 0,2503 0,0156 0,0879 0,0351 
Alkohol 0,3755 0,0504 0,4512 0,1201 
Petroliither 0,2551 0,0117 0,0303 0,0119 
1 | Ather 0,2551 0,0274 0,0854 0,0334 
5 Alkohol 0,2814 0,0386 0,2801 0,0991 
= ce. be 2% 
B 
a Petrolither 0,2551 0,0117 0,0311 0,0126 
2 | Ather 0,2551 0,0274 0,0840 0,0329 
Alkohol 0,2814 0,0386 0,2761 0,0981 
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TABELLE I. (9. Generation), b (Stickstoff). 
He |S . Bazillen Extrakt Bee Lipoid-N 
Bol s a : poi 
= Al ee oo Menge Menge yeni N (% im 
Vie ed g g 8 Bazillen) 
Petrolither 0,5001 0,0231 0,0678 0,0136 
1 | Ather 0,3758 0,0418 0,1078 0,2087 
= Alkohol 0,1778 0,0303 0,2147 0,1207 
<a) 
~ Petrolither 0,5001 0,0231 0,0728 0,0146 
2| Ather 0,3758 0,0418 0,1064 0,2831 
Alkohol 0,1778 0,0303 0,2175 0,1223 
Petrolither 0,8332 0,0336 0,1226 0,0147 
1 | Ather 0,2083 0,0118 0,0643 0,0312 
= Alkohol 0,3755 0,05 04 0,3542 0,0943 
ok = B = 0d 
aH 
‘ Petrolither 0,8332 0,0336 0,1237 0,0148 
2 | Ather 0,2083 0,0118 0,0645 0,0310 
Alkohol 0,3755 0,0504 0,3626 0,0965 
Petrolither 0,5114 0,0235 0,0626 0,0082 
1| Ather 0,2557 0,0274 0,1008 0,0394 
FA Alkohol 0,2814 0,0386 0,2002 0,0711 
on 
é ee oe 
oy Petroliither 0,5114 0,0235 0,0651 0,0085 
2| Ather 0,2557 0,0274 0,0989 0,0337 
Alkohol > 0,2814 0,0386 0,2086 0,0741 
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(10. Generation), a (Phosphor). 


ais < ee Bazillen Extrakt a ep Lipoid-P 
= z 2 oe Menge Menge Eee : (% im 
ao |S ALE g g 8 Bazillen) 
Petroliither 0,2500 0,0240 0,0316 0,0124 
1 | Ather 0,2500 0,0278 0,1264 0,0506 
5B Alkohol 0,2701 0,0460 | 0,3787 0,1402 
e ; 
E ~ - = 
S Petroliither 0,2500 0,0240 0,0373 0,0149 
2| Ather 0,2500 0,0278 0,1193 0,0477 
Alkohol 0,2701 0,0460 0,3774 0,1397 
Petroliither 0,3967 0,0143 0,0672 0,0169 
1 | Ather 0,3967 0,0367 0,1455 0,0367 
Fs Alkohol 0,2444 0,0336 0,2999 0,1227 
= 
AH 
Cs Petroliither 0,3967 0,0143 0,0659 0,0166 
2| Ather 0,3967 0,0367 0,1589 0,04.00 
Alkohol 0,2444 0,0336 0,2995 0,1225 
Petroliither 0,3836 0,0175 0,0467 0,0122 
1| Ather 0,3836 0,0410 0,1282 0,0334 
FF Alkohol 0.1876 0,0257 0,1839 0,0981 
= - 
ical { - == 
e Petroliither 0,3836 0,0175 0,0454 0,0118 
2| Ather 0,3836 0,041.0 0,1291 0,0336 
Alkohol 0,1876 0,0257 0,1873 0,0998 
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TABELLE II. (10. Generation), b (Sticketoff). 
Bela] tisinas | Maat | EEE | ascidian | Tpit 
we MS Mittel g g oe Bazillen ) 
Petrolither 0,2500 0,0240 0,0336 0,0134 
1 | Ather 0,1503 0,0167 0,0401 0,0266 
E Alkohol 0,2701 0,0469 0.3255 0,0205 
zi Petroliither 0,2500 0,0240 0,0364 0,0146 
2 | Ather 0,1503 0,0167 0,0392 0,0261 
Alkohol 0,2701 0,0460 0,3262 0,1208 
- = = 
Petrolither 0,3067 0,0143 0,0588 0,0148 
1 | Ather 0,3967 0,0367 0,1662 0,0298 
= Alkohol 0,2444 0,0336 0,5234 0,1037 
2 es ee 
= Petroliither 0,3967 0,0143 0,0546 0,0138 
2 | Ather 0,3967 0,0367 0,1204 0,0304 
Alkohol 0,2444 0,0366 0,2464. 0,1008 
Petroliither 0,3836 0,0175 0,0518 0,0132 
1 | Ather 0,3836 0,0400 0,1400 0,0365 
= Alkohol 0,1876 0,0257 0,1322 0,07 04 
on 
Ez ee La e Sie ples 
oa Petroliither 0,3836 0,0175 0,0560 0,0146 
2 | Ather 0,1836 0,040 0,1372 0,0358 
Alkohol 0,1876 0,0257 0,1260 0,0672 
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TABELLE III. 
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(11. Generation), a (Phosphor). 


Kultur- 
dauer 


14 Tagen 


27 Tagen 


42 Tagen 


Versuch 


to 


w 


Lo 


a Bazillen Extrakt Ao a Lipoid-P 
S- L d-P : 
ees Menge Menge a = Yo im 
g g azillen) 
Petroliither 0,2669 0,0240 0,0610 0,0228 
Ather 0,2669 0,0256 0,1193 0,0447 
Alkohol 0,2667 0,0455 0,3774 0,1415 
Petrolither 0,2669 0,0240 0,0521 0,0195 
Ather 0,2669 0,0256 0,1206 0,0452 
Alkohol 0,2667 0,0455 0,3787 0,1420 
Petroliither 0,2669 0,0240 0,0566 0,0212 
Ather 0,2669 0,0256 0,1199 0,0449 
Alkohol 0,2667 0,0455 0,3780 0,1417 
« Petrolither 0,3972 0,0143 0,0708 0,0178 
Ather 0,3972 0,0314 0,1535 0,0386 
Alkohol 0,2022 0,0278 0,2514 0,1243 
Petrolither 0,3972 0,0143 0,0694 0,0175 
Ather 0,3972 0,0314 0,1549 0,0389 
Alkohol 0,2022 0,0278 0,2502 0,1237 
Petrolither 0,3972 0,0143 0,0619 0,0156 
Ather 0,3972 0,0314: 0,1736 0,0437 
Alkohol 0,2022 0,0278 0,2501 0,1237 
Petrolither 0,4022 0,0209 0,0579 0,0144 
Ather 0,4022 0,0333 0,1268 0,0315 
Alkohol 0,2394 0.0328 0,2381 0,0994. 
Petrolither 0,4022 0,0209 0,0592 0,0147 
Ather 0,4022 0,0333 0,1254 0,0311 
Alkohol 0,2394 0,0328 0,2394 0,0999 
Petrolather 0,4022 0,0209 0,0585 0,0145 
Ather 0,4022 0,0333 0,1262 0,0314 
Alkohol 0,2394 


0,0328 


0,2387 


0,0997 
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TABELLE ITT. (11. Generation), b (Stickstoff). 
by cs * Bazillen Extrakt CUT ae Lipoid-N 
= oO 3 @ + 1pol 
se te ee Menge Menge oS (% im 
a Ss 5 gs Ss 8 Bazillen) 
Petrolither 0,2669 0,0240 0,0392 0,0147 
1 | Ather 0,2669 0,0256 0,0742 0,0278 
Alkohol 0,2667 0,0455 0,3220 0,1208 
z Petroliither 0,2669 0,0240 0,0371 0,0139 
a 2 | Ather 0,2669 0,0256 0,0752 0,0282 
x Alkohol 0,2667 0,0455 0,3304 0,1239 
Petroliither 0,2669 0,0240 0,0336 0,0126 
3 | Ather 0,2669 0,0256 0,0784 0,0294 
Alkohol 0,2667 0,0455 0,3262 0,1223 
Petroliither 0,3972 0,0143 0,0588 0,0148 
1 | Ather 0,3972 0,0314 0,1190 0,0299 
Alkohol 0,2022 0,0278 0,1960 0,0969 
B Petrolather 0,3972 0,0143 0,0566 0,0143 
*% | 2 | Ather 0,3972 0,0314 0,1232 0,0310 
E Alkohol 0,2022 0,0278 0,1876 0,0928 
al { = a - 
Petrolither 0,3972 0,0143 0,0504 0,0127 
3 | Ather 0,3972 0,0314 0,1260 0,0317 
| Alkohol 0,2022 0,0278 0,1918 0,0949 
Petroliither 0,4022 0,0209 0,0364 0,0091 
1 | Ather 0,4022 0,0333 0,1540 0,0383 
Aikohol 0,2394 0,0328 0,2940 0,0731 
2 Petroliither 0,4022 0,0209 0,0357 0,0088 
= | 2 | Ather 0,4022 0,0333 0,1582 0,0393 
& Alkohol 0,2394 0,0328 0,2898 0,0721 
Su = - = — 
Petroliither 0,4022 0,0209 0,0322 0,0088 
3 | Ather 0,4022 0,0333 0,1624 0,0404 
Alkohol 0,2394 0,0328 0,2856 0,0710 
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TABELLE IV. (11. Generation), a (Phosphor). 


Be cs ee Bazillen Extrakt Ba SOE Lipoid-P 
aS] z Z eric Menge Menge ees 7 (Yo im 
a ss pRS itte e g gs Bazillen) 
Petroliither 0,3733 0,0254 0,0618 0,0166 
1 | Ather 0,3733 0,0305 0,1392 0,0373 
5 Alkohol 0,2392 0,0387 0,2261 0,0945 
= ‘ acai ak 
HB 
Si Petroliither 0,3733 0,0254 0,0605 0,0162 
2] Ather 0,3733 0,0305 0,1406 0,0377 
Alkohol 0,2392 0,0387 0,2279 0,0951. 
Petrolather 0,4292 0,0178 0,0436 0,0101 
1 | Ather 0,4292 0,0298 0,1417 0,0329 
5 Alkohol 0,2536 0,0397 0,2376 0,0858 
SB 
S Petrolither 0,4292 0,0178 0,0423 0,0098 
2 | Ather 0,4292 0,0298 0,1437 0,0335 
Alkohol 0,2536 0,0397 0,2389 0,0866 
Petroliither 0,4285 0,0118 0,0196 0,0046 
1| Ather 0,4285 0,0284 0,1041 0,0243 
S Alkohol 0,2956 0,0433 0,2345 0,0791 
a = = = x. = 
a Petrolither 0,4285 0,0118 0,1825 0,0043 
2| Ather 0,4285 0,0284 0,1055 0,0246 
Alkohol 0,2956 0,0433 0,2331 0,0786 
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TABELLE TV. (11. Generation), b (Stickstoff). 
Se| =| Usme | “Menge | Monge | Livoidn | nen 
iesee Ss g 2 8 Bazillen) 
Petroliither 0,3733 0,0254 0,0588 0,0158 
| 1 | Ather 0,3733 0,0305 0,0812 0,0218 
g Alkohol 0,2392 0,0387 0,2380 0,0995 
= 
mt Petrolither 0,3733 0,0254 0,0560 0,0150 
2 | Ather 0,3733 0,0305 0,0854 0,0229 
Alkohol 0,2392 0,0387 0,2338 0,0977 
Petroliither 0,4292 0,0188 0,0530 0,0123 
1 | Ather 0,4292 0,0298 0,1106 0,0258 
S Alkohol 0,2536 0,0397 0,1918 0,0757 
= i = 
aS Petroliither 0,4292 0,0188 0,0532 0,0124 
2 | Ather 0,4292 0,0298 0,1148 0,0267 
Alkohol 0,2536 0,0397 0,1876 0,0740 
Petrolither 0,4285 0,0118 0,0252 0,0059 
1 | Ather 0,4285 0,0284 0,0798 0,0186 
Z Alkohol 0,2966 0,0433 0,2072 0,0699 
= 2 : 
ey Petroliither 0,4285 0,0118 0,0210 0,0049 
2 | Ather 0,4285 0,0284 0,0882 0,0206 
Alkohol 0,2966 0,0433 0,2156 0,0727 
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und Alkohol léslichem Lipoid-P und Lipoid-N bei auf von Fett- 
stoffen freien N&hrbéden  kultivierten Bazillen von jeder 
Kulturdauer. 

Tabellen V, VI, VII zeigen die Menge von petrolatherlosichem 
Lipoid-P und -N und petrolather- und atherloslichem Lipoid-P und 
-N in getrockneten Bazillen der verschiedenen Generationen. 


TABELLE V. (9. Generation), a (Phosphor). 


g Lipoid-Phosphor (% im Bazillen) 

5 : 

5 Tersu Petrolither 
5 NGOS: Petrolather Petrolither oe ae 
iG lslick Ather lslich aera 
ww Slay prey Alkohol léslich 
g 1 0,0129 0,0621 0,2023 
= 2 0,0145 0,0627 0,2029 
~H Mittelwert 0,0137 0,0629 0,2026 
) 1 0,0185 0,0552 0,1755 
S 2 0,0186 0,0537 0,1739 
Mittelwert 0,0185 0,0544 0,1747 
S 1 0,0119 0,0454 0,1444 
S 2 0,0126 0,0455 0,1436 
oy Mittelwert 0,0123 0,0454 0,1440 


TABELLE V: (9. Generation), b (Stickstoff). 


Py Lipoid-Stickstoff (% im Bazillen) 

5 = : 

3 Vorsuch Petrolither Petrolather eee 

S léslich Ather léslich ether 

4 Alkohol loslich 

om L 0,0136 0,0422 0,1691 

= 2 0,0146 0,0429 0,1692 

x Mittelwert 0,0141 0,0426 0,1691 

S 1 0,0147 - 0,0459 0,1402 
ag 2 0,0148 0,0458 0,1424 

~ Mittelwert “0,0148 0,0459 0,1413 

ral 

S if 0,0082 0,0476 0,1187 

© 2 0,0085 0,0471 0,1215 

ou Mittelwert 0,0084 0,0473 0,1201 
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TABELLE VI. (10. Generation), a (Phosphor). 


Pi Lipoid-Phosphor (% im Bazillen) 

= 

E Versuch We Sees isine Patrolither ee 

3 as 03s ras ae er u. 

i) Hoatich SN Mechel eeien 

5 7 0,0124 0,0629 0,2031 

5 2 | 0,0149 0,0626 0,2023 

= Mittelwert 0,0137 0,0628 0,2027 

S 1 0,0169 0,0535 0,1747 

5 2 0,0116 0,0566 0,1791 

a Mittelwert 0,0168 0,0551 0,1769 

2 1 0,0122 0,0456 0,1437 

5 2 0,0118 0,0455 0,1453 

oF Mittelwert 0,0120 0,0455 0,1445 
TABELLE VI. (10. Genration), b (Stickstoff). 

o Lipoid-Stickstoff (% im Bazillen) 

= : 

z Versuch im a Petrolaither 

£ Petrolather Petrolather ce eee) 

Z loslich Ather loslich ik ehollostion 

F 1 0,0134 0,0411 0,1616 

i 2 0,0146 0,0409 0,1617 

+ Mittelwert 0,0140 0,040 0,1616 

5 il 0,0148 0,0441 0,1478 

a 2 0,0138 0,0442 0,1449 

x Mittelwert 0,0143 0,0441 0,1464 

FI i! 0,0132 0,0490 0,1194 

a 2 0,0146 0,0504 0,1175 

a Mittelwert 0,0139 0,0497 0,1185 
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TABELLE VII. (11. Generation), a (Phosphor). 
By | Lipoid-Phosphor (% im Bazillen) 
oS —— = 
ie Taken Petrolither 
= Reese Petrolither Petroliither eee: 
v léshich Ather loslich Alkohol léslich 
p 1 0,0228 0,0675 0,2088 
2 2 0,0195 0,0647 0,2067 
a . 0,0212 0,0661 0,2079 
H 
4 Mittelwert 0,0212 0,0661 0,2078 
, 1 0,0178 0,0564 0,1807 
EA 2 0,0175 0,0565 0,1801 
x 3 0,0156 0,0593 0,1829 
~ 
a Mittelwert 0,0170 0,0574 0,1813 
- 1 0,0144 0,0459 0,1454 
Sp 2 0,0147 0,0458 0,1458 
inj 
A 3 0,0145 0,0457 0,1456 
QoQ 
yy Mittelwert 0,0145 0,0459 0,1456 
TABELLE VII. (11. Generation), b (Stickstoff). 
g Lipoid-Stickstoff (% im Bazillen) 
5 : rs 
5 Jer 2 rola ay 
= Merauen Petrolither PStroINther Nu ee 
= Wsliet Ather lésHet Ather u. 
Me cee ose. | Alkohol léslich 
ae de ae a eigoe ae Nea 
¥ 1 0,0147 0,0425 0,1633 
bp 2 0,0134 0,0421 0,1659 
B 3 0,012 0,0423 0,1646 
Ss 
m Mittelwert 0,0137 0,0423 | 0,1646 
A | = ————— — — —__—_— — =e | ae 
= 1 0,0148 0,0447 0,1416 
& 2 0,0143 0,0452 0,1381 
a 3 0,0127 0,0444 | 0,1393 
a Mittelwert 0,0139 0,0448 | 0,1340 
| 
. | 0,0091 0,0473 0,1205 
) 2 0,0088 0,0476 | 0,1197 
a 3 0,0088 0,0484 0,1193 
si 0,0474 0,1198 


Mittelwert 


| 


0,0086 
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In Tabelle VIII ist die dureh die verschiedene Kulturdauer 
sich ergebende Menge von petrolither-, ither- und alkoholléslichem 
Lipoid-P und -N von in fettstoffreien Glycerinagarnihrboden 


verimpften Bazillen angegeben. 


TABELLE VIII. (11. Generation), a (Phosphor). 


Py Lipoid-Phosphor (% im Bazillen) 

E 7 ersue Petrolither 

£ fogs Petroliither | Petroliither atic: 

y loslich | Atherloslich | Alkohol lasiieh 

5 1 0,0166 0,0539 0,1484 

E | 

s 7 | 0,0162 | 0,0538 0,1489 

= Mittelwert | 0,0164 0,0539 0,1487 

= 1 } 0,0101 0,0429 0,1288 

s 2 0,0098 0,042 0,1289 

tS Mittelwert 0,0100 0,0427 0,1289 

5 1 0,0046 0,0289 0,1079 

ca 

& 2 0,0043 0,0288 0,1075 

3 Mittelwert 0,0045 0,0289 0,1077 
TABELLE VIII. (11. Generation), b (Stickstoff). 

3 Lipoid-Stickstoff (% im Bazillen) 

5 Tersue F Petrolather 

= ieee Petrolather Petrolather ier - 

y loslich Ather loslich AieD Wol iaahieh 

= 1 0,0158 0,0375 0,1269 

2 2 0,0150 0,0378 0,1356 

aS; Mittelwert 0,0154 0,0377 0,1313 

5 1 0,0123 0,0381 0,1138 

s 2 0,0124 0,0391 0,1121 

i Mittelwert 0,0123 0,0386 0,1129 

5 0,0059 0,0245 0,0944 

cj 2 0,0049 0,0255 0,0982 

oe Mittelwert 0,0054 0,0250 0,0963 


Wie die obigen Resultate meiner Versuche zeigen, konnte nan 
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im Extrakt durch Alkohol den meisten Phosphor und Stickstoff 
nachweisen. Ob aber die gesamte Menge des im Alkoholextrakt 
gefundenen Phosphors und Stickstoffs Lipoid-P und -N ist, 
erscheint zweifelhaft; deshalb habe ich zuerst die getrockneten 
Bazillen mit Alkohol und diesen Extrakt mit Ather extrahiert. 
Die Tabelle IX zeigt die Menge des atherloshchen Phosphors und 
Stickstoffs in der alkoholléslichen Substanz. Nach dem Resultat 
waren alle Teile des alkoholléslichen Phosphors und Stickstoffs 
gleichzeitig in Ather léslich. 


TABELLE IX. 


Lipoid-P Lipoid-N 
Le : 
auch (% im Bazillen) 
Alkohol _, Alkohol Alkohol _, Alkohol 
loslich Ather loslich loslich Ather loslich 
See - eee 
i 0,150 0,101 0,158 0,109 
2 0,153 0,110 0,160 0,112 
3 0,152 0,102 0,159 0,119 


Schhiesslich habe ich in Tabelle X den Wert des Verhaltnisses 
P:N von Lipoid-P und -N, welche mit verschiedenen Losungsmitteln 
aus Bazillenkorpern extrahiert wurden, die auf gewodhnlichem 


Glycerinagarnahrboden in verschiedener Dauer kultiviert wurden, 
gezeict. 


TABELLE XI. 


Verhiltnis P:N 


; ' tian ft ies Petroliither Ather u. 
Kulturdauer Petrolither Ather loslich Aikohol oalich 
P N 12 N 
14 Tagen 1,00 1.42 1,00 1,75 
27 Tagen 1,00 1,81 1,00 1,63 
42 Tagen 1,00 2,01 1,00 1,87 


In Tabelle XI wird der Wert bei fettstoffreiem Gly- 
cermagarnahrboden unter denselben Bedingungen wie bei obiger 
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Tabelle dargestellt. 


TABELLE X. 


Verhaltnis P:N 


Kaiteianeee sae oii MRR Petroliither Ather u. 
ulturdauer | —- Petrolather Ather loslich Alkohol lealich 
de: N ie N 
14 Tagen 1,00 1,58 1,00 1,98 
27 Tagen 1,00 2,00 1,00 1,94 
42 Tagen 1,00 1,92 1,00 2,02 


Wenn man die Mengen des Extrakts vergleicht, gibt es bei 
der Extrakition mit Petrolather zwischen der Extraktmenge aus 
beiden Bazillen, sowohl auf gewohnlichem Nahrboden wie auch auf 
dem fettfreien Nahrboden angereichert, einen ziemlich be- 
trachtlichen Unterschied. Das beruht darauf, dass die Extraktion 
mit Petrolather nicht vollkommen durchgefiihrt ist. Wenn man 
mit Petrolither und Ather extrahiert, so ergibt die Extraktmenge 
keinen deutlichen Unterchied. 

Die gesamten mit Petroliither, Ather und Alkohol extrahierten 
Extraktmengen zeigten in jedem Fall fast den gleichen Wert. 
Auch war der grossere Teil des im Alkoholextrakt nachgewiesenen 
Stickstoffs und Phosphors Lipoid-P und Lipoid-N. (Vergl. Tab. 
EX). 

Die Menge von Lipoid-P und -N war bei jeder Kulturdauer in 
Petrolitherextrakt am geringsten, im Atherextrakt erheblich mehr 
und im Alkoholextrakt am meisten enthalten. 

Der Lipoid-P Gehalt verminderte sich bei beiden Arten der 
Bazillen, namlich den auf dem gewohnlichen und dem fettstoffreien 
Nahrboden angereicherten, je nach der Kulturdauer. 

Jedoch die Menge des in Petrolather léslichen Lipoid-P ver- 
mehrte sich bei den Bazillen von 9. und 10. Generation, welche auf 
dem gewohnlichen Nahrboden 27 Tage lang kultiviert wurden. 

Die Menge des Lipoid-N ebenso wie die des Lipoid-P ver- 
minderte sich bei auf gewohnlichen und fettstoffreiem Nahrboden 
kultivierten Bazillen je nach der Kulturdauer; aber die Ver- 
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minderung in dem Fall von Lipoid-P ist vom Fall des Lipoid-N 
abweichend, d.h. bei den Bazillen von 27-tagiger Kulturdauer 
zelgte der in Petrolather und Ather lésliche Stickstoff zeitweise eine 
Vermehrung. 

Wenn man die Verminderung von Lipoid-P und -N je nach 
der Kulturdauer bei den auf fettstoffreiem Niahrboden angereicher- 
ten Bazillen mit der bei den Bazillen von gewohnlichem Nahrboden 
vergleicht, so war die Verminderung bei einer Kulturdauer von 14 
und 27 Tagen gering, bei einer solehen von 42 Tagen aber ziemlich 
deutlich. 

Trotzdem sich eine morphologische Verainderung im Genera- 
tionsverlauf erkennen lisst, so erfahrt die Menge von Lipoid-P und 
-N in den 3 Generationen keine Veranderung. 

Das Verhaltnis des Lipoid-P und -N in den petrolather- und 
atherloslichen Fettstoffen bei den Bazillen von gewodhnlichem 
Nahrboden ist 1,0:1,4, 1,0:1,8, 1,0:2,2, je nach der Kulturdauer 
von 14, 27, 42 Tagen; bei féttstoffreiem Nahrboden 1,0:1,5, 1,0:2,0, 
1,0:1,9. Danach kann man die Veranderung von P:N je nach der 
verchiedenen Kulturdauer erkennen. Aber der gesamte Extrakt, 
welcher mittels der 3 Arten von Loésungsmitteln, namlich Petrol 
ther, Ather und Alkohol, extrahiert wurde, zeigt auf dem 
gewohnlichen Nahrboden das Verhaltnis von 1,0:1,7, 1,0:1,6, 
1,0:1,8; auf fettstoffreiem Nahrboden von 1,0:1,9, 1,0:1,9, 1,0:2,0, 
was keine deutliche Verinderung je nach der verschiedenen Kultur- 
dauer erkennen lasst. (Vergl. Tab. X und XI). 

Die Resultate vieler Forscher tiber die P- und N-Menge und 
P:N in den Fettstoffen wurden in den Tabellen XII und XIII 
gezeigt. Nach meinen Resultaten bei den siurefesten Bazillen der 
Erde ist, wie oben gezeigt wird, die Menge des Lipoid-P und -N 
von je 14 tagiger Kultur je 0,2% und 0,17%, und das Verhiltnis 
des Lipoid-P und -N=1,0:1,7. Alle meine Ergebnisse iiber die 
P- und N-Menge sind, mit denen anderer Forscher verglichen, 
gering. Uber P:N gab es bei meinem Experiment zwischen den 
Bazillen von verschiedener Kulturdauer und von verschiedenen 
Arten der Nahrbéden fast keine Untersehiede und sie zeigten 
mueinander einen sehr ahnlichen Wert und er ist dem der Men- 
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schentuberkelbazillen fast gleich. 


TABELLE XII. 


| Lipoid-P | Lipoid-N 
Forscher Arten der Bazillen : 

(% im Bazillen) 
Tamura (1913) | Menschen- 

| tuberkelbazillen 2,98 2,69 

| Mykobakterium 

| lacticola 2,80 2,62 
Anderson (1927 a) | Menschen- 

| tuberkelbazillen | 2,66 0,41 
Anderson (1927 b) Menschen- 

tuberkelbazillen 2,30 0,36 
Chargaff (1931) | Schildkréten- 

- tuberkelbazillen 3,16 0,39 

Smegmabazillen 2,36 0,39 


TABELLE XIII. [Nach Chargaff, 1933] 


Arten der Bazillen Verhaltnis P:N 
Menschentuberkelbazillen 1b EB SHS 
Rindertuberkelbazillen eee mela 2 5 
Vogeltuberkelbazillen P3055 
Timotheegrasbazillen 1 : 0,2 
Smegmabazillen 1 : 0,34 
Schildkrotentuberkelbazillen ies Oe27/ 
Calmett-Guerinbazillen 1 : 0,35 
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UBER DIE HYPERGLYKAMIE NACH DER 
EXSTIRPATION DER NEBENNIERE. 


Von 


TOHL OZAKTI. 


(Aus dem Biochemischen Institut der medizinischen Akademic eu Kumamoto. 
Vorstand: Prof. Dr. 8S. Kato.) 


(Hingegangen am 30. November 1936) 


Dass durch Injektion des Adrenalins Hyperglykimie kommt, 
und dass Hypoglykaémie auftritt, wenn dem Tier die Nebenniere 
einseitig entnommen wird, ist allgemein bekannt. Aber nach 
Narahara (1933) kam nach einseitiger Exstirpation der Neben- 
niere in den meisten Fallen Hyperglykaémie. Andererseits ist es be- 
kannt, dass die Nebenniere ein Reserveorgan des Cholesterins ist, 
und dass der Blutcholesteringehalt nach Exstirpation einer Neben- 
niere steigt, nach Entfernung der anderen weiter steigt. 

Das Cholesterin hat die Reduktionskraft. In letzter Zeit haben 
wir die Mitteilune von Remesow und Sepalowa (1935) gelesen, 
welche die Resultate der Experimente iiber die Feststellung der 
reduzierenden Higenschaft der Cholesterinsol in vitro und in vivo 
veroffentlichte. Es scheint uns, als ob dieses Experiment die Frage 
eelost hat, woher die Hyperelykamie nach Exstirpation der Neben- 
niere kommt. Wir fiihrten deshalb das folgende Experiment aus. 

Das Cholesterinsol wurde in die Kaninchenvene eingespritzt, 
danach wurde in gewissem Zeitintervall der Blutzucker nach 
Hagedorn-Jensenscher Methode und das Cholesterin im Serum 
nach Takata (1936) bestimmt. 

I. Versuch. Man spritzte in die Kaninchenvenen 10 cem 0,4% 
Cholesterinsols ein. Die Injektion wurde einem Tier in Intervallen 
yon 4-5 Tagen 5mal wiederholt und jedesmal wurde das Blut 
einmal vor der Injektion und nach 30 Minuten, 1, 2, 3, 5, 8 und 
24 Stunden nach der Injektion entnommen. 

Weil das jedesmalige Resultat der Bestimmung des Zuckers 
und Cholesterins nach Einspritzunge des Cholesterinsols den fast 


133 


134 


T. Ozaki: 


TABELLE I (1). 


Tier Nr. 4 


Blutentnahme 


Freichole- 


Cholesterin- 


nach Injektion Packer sterin ester 

vor Injektion 95.6 49.392 113.248 

30’ 120.6 | 80.542 168.058 

1st. 111.6 | 67.638 148.524 

2 102.2 | 56.036 127.920 

oS 120.4 40.632 112.664 

aa 121.2 36.740 102.194 

oa 103.4 | 44,042 108.612 

24 ,, 95.8 | 49.390 116.548 
TABELLE I (2). Tier Nr. 9 
Blutentnahme peers Freichole- Cholesterin- 

nach Injektion sterm ester 

vor Injektion 91.6 42.578 106.810 

30° 131.8 79.186 155.610 

Sits 123.0 64.232 138.226 

Ds, 113.2 50.362 123.578 

a) of 118.2 40.390 106.902 

Dee 130.6 35.552 101.702 

Sp 112.6 40.392 104.234 

24 ,, 93.8 42.334 108.612 
TABELLE I (3). Tier Nr. 12 
ee | ee 

vor Injektion 93.4 43.306 106.326 

30° 133.4 79.318 145.740 

ist: 135.4 66.428 136.476 

28%, 123.0 54.702 122.196 

BY ay 124.6 89.902 106.570 

a 130.8 | 36.740 97.812 

By 117.6 36.010 95.670 

24 ,, 102.8 41.120 108.320 

SOI ss 98.33 34.600 105.836 
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gleichen Wert zeigte, wurde in der niichsten Tabelle der Mittelwert 
der Resultate von fiinfmaligen Bestimmungen gezeigt. 

IT. Versuch. In diesem Versuch wurde 20cem 0,4% Chole- 
sterinsols dem Kaninchen eingespritzt. Die anderen Bedingungen 
waren ganz gleich wie im ersten Versuch, und zwar erfolgte die 
letzte Blutentnahme in der 36. Stunde nach der Injektion, weil der 
Zucker oder das Cholesterin nach 24 Stunden noch nicht zum 
normalen Wert gelangte. 

Das Resultat war wie folet. 


TABELLE II (1). Tier Nr. 6 


ae Je ‘ Wines | ina Ch lore yin- 
eiekios | | 90.40 | 48.420 110.180 
30° | 134.06 | 83.700 | 167.976 
1st. | 132.00 66.180 | 136.618 
2, | 119.00 | 56.920 126.170 
ee | 117.20 | 45.496 | 109.690 
ah) | 124.60 | 35.278 | 100.530 
8 ,, 115.80 | * 37.468 100.976 
24 ,, 99.40 | 41,852 | 107.846 
36 ., | 94.66 | 46.650 110.080 
TABELLE II (2). Tier Nr. 10 
ee ee fees 
vor Injektion 95.40 | 47.202 | 109.978 
30° | 133.00 | 81.266 170.464 
1st. / 110.40 | 73.964 153.550 
ae 120.80 65.258 133.772 
cae | 120.60 48,174 | 116.186 
Bo: | 124.80 | 36.496 | 101.948 
g.. 108.20 | 40.876 103.650 
24 ,, 98.80 | 47.444 109.586 
36), 104.00 | 55.960 | 109.485 
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III. Versuch. In diesem Fall wurde 5cem 0,5% Chole- 
sterinsol dem Tier jeden Tag einmal eingespritzt und das Blut 
wurde in der 24. Stunde nach der Injektion entnommen. Die 
Injektion dauerte 2 Wochen lang. Die Bestimmung des Zuckers 
und Cholestering wurde aber nach 2 Wochen noch 9-11 Tage lang 
weiter fortgesetzt. Das Resultat ist in der Tabelle III gezeigt. 

Nach den Resultaten des I. und II. Versuchs kénnen wir 
foleendes zusammenfassen. Nach der Injektion des Cholesterins 


TABELLE III (1). Tier Nr. 7 
Untersuchungs- Korper- aier Freichole- Cholesterin- 
tag gewicht sterin ester 

BANE he 2.090 81 34.06 97.32 
30. i, 2.070 92 37.31 100.98 
She Ve 2.100 108 43.79 102.19 
H ies = pool Bl 2.080 115 46.23 101.22 
2 LM 2.100 125 49.88 105.84 
3 Vil Re 2.115 129 53.53 113.80 
4 ie 2.130 134 04,74 112.95 
5 Wi 2.105 137 jO2.3L 119.22 
(jy ABE 2.125 141 55.96 116.79 
Me Te 2.160 145 58.40 121.65 
8 WE, 2.190 148 59.61 121.65 
oe ANE 2.200 152 60.83 126.03 
LO Seles 2.170 155 65.69 128.95 
i, Ail, 2.190 159 68.13 131.38 
12 Tate 2.220 161 69.34 134.68 
13 Li 2.250 157 66.91 132.00 
14 0 2.290 148 55.96 127.73 
15 IDE. 2.240 131 51.09 122.64 
16 ne 2.280 127 48.66 120.45 
i, 9 WE 2.220 120 45.01 111.92 
All Saeed: 2.200 117 41.36 107.06 
eee 2.230 101 38.93 103.40 
20.. IL 2.250 84 35.28 99.76 
CAT 2.260 83 34.06 98.54 


Vor Injektion 


Hyperglykamie nach der Exstirpation der Nebenniere. 137 
TABELLE IIT (2). Tier Nr. 8 
Untersuchungs- Korper- Packer Freichole- Cholesterin- 
tag gewicht sterin ester 
dice na ll fe 2.020 84 38.93 $8.81 
19, TT. 2.080 92 43.80 93.68 
20. IT 2.010 113 45.01 97.32 
One SET: 2.050 119 48.66 104.62 
np SOE 2.070 125 51.10 109.49 
Za0 Lie 2.050 129 52.31 112.95 
24. II. 2.030 134 © 53.53 118.00 
2057 LT. 2.060 137 55.96 122.64 
265" Lie 2.090 141 58.35 125.30 
beter a EA 2.080 146 60.83 128.95 
Asse ie 2.100 152 62.04 131.38 
ps ae ae 2.120 155 65.69 134.25 
LT. 2.100 159 68.15 137.61 
epg Ui il be 2.140 163 70.56 141.12 
3. DLE: 2.165 168 72.99 143.55 
2 ie 70 8 Hii 2.200 154 69.34 137.61 
Ips FI i 2.150 148 65.69 132.00 
‘One LET: 2.200 141 60.85 129.42 
Use CEL: 2.240 132 55.96 121.65 
for, gi LU 2.210 120 52.31 119.22 
Ove TEL, 2.250 7 49.88 111.92 
OnE: 2.280 110 40.15 105.84 
Hide IO 2.240 | 104 36.50 99.76 
Lis, Aa BE 2.260 86 35.2 94.89 
doce LET: 2.290 83 36.50 91.24 


Vor Injektion 


stieg der Cholesterinspiegel im Kaninchenserum in 30 Minuten 
-ea. 50-70%, in einer Stunde ca. 30-50%, dann wurde der normale 
Der Zuckergehalt des 


Spiegel in 2-5 Stunden wiederhergestellt. 


Serums vermehrte sich, parallel dieser Tatsache, also in 30 Minuten 
um ca. 20-80%, in einer Stunde um ea. 15-40%, danach war die 
Zuckermenge immer mehr als die normale und in 24 Stunden wurde 


zuerst der normale Wert wiederhergestellt. 


Ks ist merkwiirdig, 
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TABELLE III (38). Tier Nr. 11 
Unterenong: | Kérper- | acher | Peleole | Chelsterin 

18.* III. 2.060. 95 41.36 100.98 
19) EIT. 2,040 104 45.01 104.62 
20, III. 2.100 108 46.23 108.27 
Orel: 2,080 119 48.66 111.92 
22, III. 2,070 125 51.09 113.88 
23. III. 2,050 132 52.31 119.22 
24, IIT. 2.110 136 54.74 122.64 
25, IIT. 2,150 143 59.61 128.95 
oan TAL: 2100 148 60.85 132.00 
97. III. 2.080 | 154 65.69 136.25 
28. IIT. 2.090 159 68.15 139.90 
29. III. 2.110 163 70.56 142.33 
30, III. 2.180 166 74.21 145.99 
Sp oaae 2.160 | 170 75.43 148.42 
PRR 2.140 175 | © 77.86 147.20 
2, 1G EMTs 168 70.56 143.55 
3. IV. 2.180 169 .| . 68415 138.69 
ay. 2,200 154 63.26 134.68 
& 1. 2.150 145 60.83 131.38 
6s IV: 2.180 137 58.39 126.03 
7 IV 2.195 131 55.96 122.64 
Sue Ly: 2205 122 52.31 123.28 
Os 1: 2.170 | 11 48.66 115.57 
LOVELY: 2.110 | 102 45.01 | 11192 
Wi, IV. 2.150 | 99 49.58 102.19 
12. IV. 2.190 97 | 40.15 99.76 


* Vor Injektion 


dass die Steigerung des Zuckergehalts im Serum sich 5 Stunden 
erhielt, wihrend sich der Cholesterinspiegel zu dieser Stunde schon 
normal befand. Im III. Versuch spritzte man das Cholesterin 
jeden Tag einmal zwei Wochen lang ein. Dabei steigerte sich die 
Menge des Cholesterins und Zuckers im Serum ganz parallel 
allmahhch bis zu dem Tag, an welchem die Injektion aufhdérte. 
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Nach diesen 3 Versuchen kéunte man die Frage lésen, warum nach 


Ausschaltung der Nebennierenfunktion Hyperglykimie auftritt. 
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UBER DEN UMSATZ DER FETTSAUREN IN 
DER LEBER. 


VON 


KAZUO KOYAMA. 


(Aus dem mediz.-chemischen Institut der Keio-Universitét, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Y. Sueyoshi.) 


(Hingegangen am 5. Dezember 1936) 


KINLEITUNG. 

Es ist eine von friiher bedannte Tatsache, dass bei der 
Inanition der Tiere das Fett im Tierkérper verbraucht wird und 
allmahlich abnimmt. Dass die Jodzahl der Fettsiure dabei 
zunimmt, wurde durch die Untersuchung von Shioji festgestellt. 
Ich habe die vorliegende Untersuchung unternommen, um bei 
gleichem Falle die Veranderung der Menge von Phosphatidfett- 
saure und der Jodzahl der letzteren zu studieren. 


UNTERSUCHUNGSMETHODE. 


1) Trennung des Gewebsfettes und des Phosphatides. Fur 
die Trennung des Gewebsfettes und des Phosphatides wurde 
foleende Methode angewandt. 

a. Zuerst wurde mit Kigelbphosphatid seine Kadmiumehlorid- 
verbindung hergestellt, dann wurde die Loslichkeit der letzteren in 
verschiedenen Fettlésungsmitteln gepriift und dabei festgestellt, 
dass die Léslichkeit im Aceton am geringsten. ist, indem in 50 ccm. 
Aceton die betreffende Verbindung sich nur zu 2 mg losen lasst. 

b. Nach gewoéhnlicher Methode wurde der Fettstoff aus den 
zermahlenen Geweben mit Alkohol-Ather extrahiert; dem Extrakt 
wurde die gesattigte Alkohollosung des Kadmiumchlorides (fiir 
0.02 ¢ Gehalt des Phosphatides je 2cem Kadmiumchloridlosung) 
zugefiigt und das Gemisch im Becherglas auf dem Wasserbad abge- 
dampft. Dem Riickstand wurde 2 ccm gekiihltes Aceton zugesetzt 
und nach guter Durehmischung mittels Glasstabes wurde das 
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Gemisch ins Zentrifugenglas abgegossen; dann wurde in betref- 
fendes geleertes Becherglas wieder 2cem. Aceton eingegossen und 
das gleiche Verfahren wurde noch zweimal wiederholt. Nachdem 
das Gemisch im Zentrifugenglas bis auf —10°C abkuhlen war, 
wurde zentrifugiert, um den Niederschlag und die klare Oberschicht 
abzutrennen. 

ce. Der Niederschlag wurde mit etwa 10cem 3% Salzsaure- 
Alkoholither aufgelést. Dann wurde die Lésung mit der gesattig- 
ten Natronlauge stark alkalisch gemacht und verseift, und nachdem 
der Alkoholither sich abdampfen und die Seife sich im warmen 
Wasser auflésen liess, wurde die Lésunge mit Salzsaure gesauert 
und in gewéhulicher Weise die Fettsiure mit Ather extrahiert. 

d. Das im Aceton geloste Fett wurde nach dem Abdampfen 
des Acetons mit Alkohol und Natronlauge verseift, dann wurde eine 
gleiche Menge Wasser zugeftiet; darauf wurde die unverseifbare 
Substanz mit Petrolather extrahiert und entfernt. Nach diesem 
Verfahren less die alkoholische Lésung sich abdampfen und der 
im Wasser aufgeloste Abdampfrest wurde mit Salzsdure sauer 
gemacht und dann in gewohnlicher Weise mit Ather extrahiert. 

2) Messung der Jodzahl. 

Bei der auf erwahnte Weise getrennten Fettsiure wurde die 
Jodzahl mit der Wijs’schen Mikrobestimmunesmethode gemessen. 


? Haperiment I. 


Bei der Leber der mit Reis und Gemiise gefiitterten Miuse 
wurden die Menge und Jodzahl der Fett-Fettsiiure und Phosphatid- 
Fettsaure gemessen. Die Resultate sind in Tafel I angegeben: 


Tare. I. 
| Fett-Fettsiure Phosphatid-Fettsiure 
Ny | Leber Cae a = 
: (g) ewich sewicht 
(ng) Jodzahl (mg) Jodzahl 
i ea iS ae 102.5 215 | 133.2 
2 1.0 1B 2 103.3 20.6 136.2 
3 | 0.8 13.0 104.9 18.7 115.6 
a | 0.7 9.6 107.1 20.9 | 117.4 
5 0.7 | 9.2 109.3 17.2 132.5 
6 0.7 | 8.0 119.3 16.5 129.9 
Mitte! 0.8 14 107.7 2 | 75 
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Wie in dieser Tafel gezeigt, betrigt die Menge der Fettsiiure 
8-15 mg, durchsehnittlich 11mg, die Jodzahl 102-119, durch- 
schnittlich 107. Die Menge der Phosphatid-Fettsiure betragt 16- 
21 mg, durchschnittlich 19 mg, die Jodzahl 115-126, durchschnitt- 
lich 127. 


Experiment II. 


Bei den wie beim Experiment I gefiitterten Miusen wurden 
ebenfalls die Menge sowie Jodzahl der Phosphatid-Fettsiiure als 
auch der Fett-Fettsiure der Leber nach den verschieden lang 
dauernden Inanitionen gemessen. Die Resultate sind in der Tafel 
IT gezeigt : 


Tarren. IT. 
| | Fett-Fettsaure Phosphatid-Fettsiure 
Ne | Hunger- | Leber : ; — 
i taco, eae) Gewicht i Gewicht 
| | (mg) Jodzahl (mg) Jodzahl 

2) a en eee 9.8 112.6 21,0 130.0 

8 (a ee eer 2.0 125.8 | 183 126.9 

Te eh 16.2 100.3 Wats) R807 
ed ick! 06 4.0 121.8 12.5 106.5 

= aes +! a: | 

1 ee: | 05 6.1 136.4 20.3 140.1 
ee | 05 3.7 136.0 16.5 122.0 
oe 2h 06 5 ety 7) Nike 9d HBTs 
14 | 38 | 0.6 2.3 116.1 9.9 96.8 
15 | 4 0.5 3.4 137.5 3.5 87.9 
16 (4 | 05 2.2 124.0 6.6 | 80.8 
LES | ee le 4.5 1298") 108 |) 1085 
18 gt 0.4 3.6 130.5 1.2 | 1089 
19 otra 4.8 131.3 12.1 110.4 
20 5 0.4 3.4 133.7 13.0 107.2 
21 5 0.4 2.6 126.6 | 10.0 116.1 
22, 6 0.3 3.1 140.8 14.6 119.3 
23 6 0.2 4.1 137.4 12.8 102.8 
24 ey 0.3 8.0 115.6 11.9 102.5 
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Nach den Ergebnissen dieser Tafel betriigt das Lebergewicht 
bei den gehungert habenden Tieren niemals iiber 0.7 g, wahrend es 
bei den normalen 0.7-1.0 g, durchschnittlich 0.8 ¢ betragt; es kann 
am 6. Hungertage sogar bis auf etwa 144 schwer werden, indem 
es sich mit den fortdauernden Hungertagen nach und nach 
reduziert. Die Menge der Fett-Fettsaure der Leber nimmt ebenso 
bei der iiber 3 Tage langen Inanition immer bis auf unter 8 mg ab, 
wihrend sie sich bei den normalen Tieren auf 8-15 mg, durch- 
schnittlich 11.4 mg beliuft; diese Abnahme neigt aber im allge- 
meinen dazu mit den fortdauernden Inanitionstagen immer deut- 
licher zu werden. Die Jodzahl der Fett-Fettsaure der Leber, welche 
bei den normalen Tieren 102-119, durchsehnittlich 107 ist, nimmt 
aber bei der Inanition fast in jedem Falle zu. 

Die Menge der Phosphatid-Fettséure der Leber, welche bei 
den normalen Tieren 16-21 meg, durchschnittlich 19mg betragt, 
nimmt auch bei der Inatition ab; die Jodzahl, welche bei den 
normalen Tieren 115-136, durehschnittlich 127 ist, wird ebenfalls 
bei der Inanition herabgesetzt. 

Wie oben erwihnt, kommt bei der Inaniton eine Abnahme der 
Menge der Fett-Fettsaure der Leber und eine Zunahme der Jodzahl 
derselben einerseits, eine Abnahme sowohl der Menge als auch der 
Jodzahl der Phosphatid-Fettsiure desselben Organs anderseits 
zustande. 

Betrachtet man nun diese Verhaltnisse noch néher, so beginnt 
bei der Maus Nr. 8 und Nr. 10 die Menge der Fett-Fettsiure nach 
zweitagiger Inanition schon abzunehmen, und zwar ist sie bei der 
ersteren bis auf 2 mg, bei der letzteren bis auf 4 me reduziert. Im 
Gegensatz dazu nimmt die Jodzahl der betreffenden Substanz 
jedoch dabei zu und betraégt 126 bezw. 122. Bei der Maus Nr. 9 
kommt dabei eine Abnahme sowohl der Menge als auch der Jodzahl 
der Phosphatid-Fettsaure vor. 

Bei der tiber 3 Tage langen Inanition findet man jedenfalls 
auch eine Abnahme der Menge und eine Zunahme der Jodzahl der 
Fett-Fettsiure. 

Die Menge der Phosphatid-Fettsiure erfahrt aber bei der 
Maus Nr. 11 und Nr. 12 keine Abnahme, infolgedessen zeiet die 
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Jodzahl ebenfalls keine Abnahme. Dagegen kommt bei der Maus 
Nr. 13 und Nr. 14 eine Abnahme der Phosphatid-Fettsiure 
zustande, dementsprechend nimmt auch die Jodzahl ab. 

Bei dem mehr als 4 Tage langen Fasten wird die Mengenab- 
nahme der Fett-Fettsiure immer wahrgenommen; dies ist auch der 
Fall bei der Phosphatid-Fettsiure, wobei gleichzeitig die Abnahme 
der Jodzahl der letzteren klar beobachtet wird. 

Betrachtet man weiter die Ergebnisse bei Maus Nr. 8, Nr. 11 
und Nr. 12, so findet man, dass die Mengenabnahme der Phosphatid- 
Fettsaure auch dann noch nicht zu Tage tritt, wenn die Menge der 
Fett-Fettsaure der Leber schon deutlich abgenommen hat. Daraus 
ersieht man, dass die Mengenabnahme der Fett-Fettsiiure viel 
friiher auftritt als die der Phosphatid-Fettsiure. 

Aus obigen Befunden geht hervor, dass beim Fasten der Mause 
in erster Linie eine Mengenabnahme der Fett-Fettsiure der Leber 
vorkommt, welcher sich sie Phosphatid-Fettsaure anschliesst, 
zweitens eine Zunahme der Jodzahl der Fett-Fettsdiure und eine 
Abnahme derselben der Phosphatid-Fettsiure hervorrufen wird. 

Aus diesen Tatsachen kann man schliessen, dass beim Umsatz 
der Fett-Fettsiure der Leber die gesiittigte Fettsaure in grosserer 
Menge, wahrend bei demselben der Phosphatid-Fettsaure haupt- 
saichlich die ungesiattiete Fettsiure benutzt wird. 


Experiment TI. 


Wie ober erwihnt, finden bei der Inanition folgende Erschet- 
nungen statt, dass die Jodzahl der Fett-Fettsdure zunimmt, wenn 
die Menge dieser Substanz der Leber durch die Inanition abnimint, 
aber die Jodzahl der Phosphatid-Fettsiure dagegen gleichzeitig 
abnimmt, wenn die Menge der betreffenden Substanz abnimmt. Um 
die Frage zu lésen, ob die gleichen Erscheinungen bei der Funk- 
tionsschiidigung der Leber durch Phosphorvergiftung zu Tage 
kommen oder nicht, wurde dieses Experiment vorgenommen. 

Die dem Tiere zu injizierende Phosphorlosung wurde in 
foleender Weise hergestellt; die gesiittigte alkoholische Phosphor- 
lésung wurde mit dem 10 fachen Volumen Wassers verdiinnt. 

Den 24 Stunden lang im Hunger gehaltenen Mausen wurde die 
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betreffende Phosphorlésung zu je 0.8cem injiziert. Nach 24 
Stunden wurden die Menge und Jodzahl sowohl der Fett-Fettsaure 
als auch der Phosphatid-Fettsiure der Leber gemessen. Bei der 
Phosphorvergiftung wurde die Fettleber nicht immer an den 
Miiusen hervorgerufen; bei einer Anzahl der Tiere trat sie bedingt, 
bei den iibrigen nicht in Erscheinung. 

In Tafel III-A sind die Resultate angeben, welche bei den 
Tieren mit Fettleber gewonnen wurden. 


TareL III (A). 


Fett-Fettsiure Phosphatid-Fettsaure 
ee Hunger- Leber ie J 
: tage (g) Gewieht | J qzan | Gewicht | gJoazanl 
(mg) (ng) 
25 2 1.0 69.4 99.2 18.5 109.0 
26 2 0.9 75.5 91.1 18.0 103.2 
27 2 0.8 55.4 107.7 19.0 116.1 
28 2 0.9 113.6 90.4 18.9 107.5 
29 2 0.9 54.6 106.4 15.3 116.4 
30 2 0.8 25.4 92.9 15.2 114.6 
31 2 0.7 69.9 95.2 16.8 127.9 
32 2 1.0 54.2 91.8 19.9 133.0 
33: 2 0.8 59.9 90.3 15.1 120.3 
Mittel = 0.8 75.4 86.1 17.4 116.9 


Wenn man die Befunde in der Tafel III-A mit denselben bei 
normalen Tieren, welche 2 Tage lang gefastet hatten, vereleicht, 
so bemerkt man, dass die Menge der Fett-Fettsiure zwar in hohem 
Masse zunimmt, doch ihre Jodzahl sich deutlich vermindert, und 
dass die Menge der Phosphatid-Fettsiure aber von der bei den 
normalen Tieren nicht so sehr verschieden ist. So ist die Zunahme 
der Phosphatid-Fettsiure bei der Fettleber durch Phosphorver- 
giftung nicht auffallend. Wahrend bei den normalen Tieren schon 
am 2. Hungertage die Abnahme der Phosphatid-Fettsiure oft in 
Erscheinung tritt, wird diejenige bei der Phosphorvergiftung 
niemals bedingt. Also lisst sich dabei die Verminderune der 
Jodzahl kaum erkennen. 
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Die obigen Resultate weisen darauf hin, dass bei der 
Schadigung der Leberfunktion durch Phosphorvergiftung keine 
Mengenabnahme sowohl der Fett-Fettsiiure als auch der Phos- 
phatid-Fettsaiure in der Leber auftritt; und dass dementsprechend 
die Vergrésserung der Jodzahl der Fett-Fettsiure und die Ver- 
klemerung derselben der Phosphatid-Fettsiure ebenfalls nicht 
wahrgenommen werden. 

Die weiteren Ergebnisse, welche bei den Tieren, an denen die 
Phosphorvergiftung keine Fettleber bedingt hat, erhalten wurden, 
sind in der Tafel ITI-B angegeben. 


TareL III (s). 


Fett-Fettsiure Phosphatid-Fettsiure 
ne Hunger- Leber : : 
pee | (g) | 4 ey Jodzahl ess é Jodzahl 
34 2 07 1 46 177.8 20.7 108.2 
eo as an yk Ge ee 8 20.9 102.8 
36 2 | 0.6 8.2 - 124.6 22, 104.6 
37 3 07, 9.5 139.4 211 104.6 
heat fo 06 1 ee 153.5 22.6 7.1 
39 3 OG <4 113 143.9 16.7 100.4 
40 | 5 | 0.6 | 5.5 134.6 23.3: | 122.9 
Mittel = 0.6 6.7 134.1 21.6 108.7 


Aus den Befunden auf der Tafel IIJ-B erkennt man sowohl 
eine Mengenabnahme der Fett-Fettsiure der Leber als auch eine 
Vererésserung der Jodzahl derselben, wie es bei den 1—3 Tage lang 
gehungert habenden normalen Tieren der Fall ist. Dies ceutet 
namlich darauf hin, dass die Phosphorinjektion keme bedeutenden 
Schadigungen auf den Fettumsatz der Leber ausgeiibt hat. 
Dagegen nimmt die Menge der Phosphatid-Fettsaure niemals so 
erheblich ab, wie bei den gehungert habenden normalen Tieren ; 
dabei ist die Abnahme der Jodzahl ebenfalls nicht so deutlich, wie 
bei den letzteren, obwohl man eine leichte Neigung zur Abnahme 
wirklich wahrnimmt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Phosphor- 
injektion die Abnahme der Phosphatid-Fettsaure der Leber 
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vielmehr verhindert hat. 

Aus obigen Tatsachen kann man wohl schlessen, dass bei der 
Phosphorinjektion die Schidigung des Phosphatidumsatzes der 
Leber zuerst bedingt wird, bevor der Fettumsatz im genannten 
Organ noch nicht schidlich beeinflusst worden ist. 


ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSS. 


Wenn man die obigen Befunde zusammenfasst, so ergibt sich 
folgendes : 

1) Die Menge sowie Jodzahl der Fett-Fettsaure und Phos- 
phatid-Fettsiure der Leber von Méausen, welche mit Reis und 
Gemtise gefiittert worden sind, sind wie folgt: 


Menge Jodzahl 
Fettsaure 11 mg 107 
Phosphatid-Fettsaure 19 mg 127 


2) Hielt man die Mause im Hunger, so trifft man oft Falle, 
bei denen nicht die Phosphatid-Fettsiure der Leber an Menge 
abnimmt, sondern die Menge der Fett-Fettsaure. 

3) Mit den fortdauernden Tagen der Inanition tritt die 
Mengenabnahme sowohl der Fett-Fettsaure als auch der Phos- 
phatid-Fettséure der Leber auf, die Zunahme der Jodzahl der 
ersteren und die Abnahme derselben der letzteren begleitend. 

4) Wenn bei der Phosphorvergiftung Fettleber auftritt, so 
bemerkt man weder die Mengenabnahme noch die Verminderung 
der Jodzahl der Phosphatid-Fettsaure ; wenn nun aber keine Fett- 
leber dabei auftritt, so treten die Mengenabnahme und die Jod- 
zahlzunahme der Fett-Fettsiure auf, wihrend die Mengen- sowie 
Jodzahlabnahme der Phosphatid-Fettséure dabei nicht bedeutend 
sind. 

Aus obigen Resultaten werden folgende Schliisse gezogen. 

1) Bei der Inanition tritt die Abnahme der Fett-Fettsiure 
in der Leber friiher als die der Phosphatid-Fettsiiure auf. 

2) Bei der Inanition wird im allgemeinen fiir den Fettumsatz 
in der Leber die gesattigte Fettsiiure und fiir den Phosphatidum- 
satz die ungesittiete Fettsiiure je in hdherem Masse benutzt. 
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3) Durch die Phosphorvergiftung wird die Abnahme sowohl 
der Fett-Fettsiure als auch der Phosphatid-Fettsaure der Leber 
gehemmt. 

Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Y. Sueyoshi meinen 
herzlichen Dank fiir seine Anleitung aus. 
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EINE NEUE METHODE ZUR BESTIMMUNG VON 
PHOSPHATID. 


Von 


YUUJI SUEYOSHI. 


(Aus dem mediz-chem. Institut der Keio-Universitiét, Tokyo.) 


(Eingegangen am 11. Dezember 1936) 


I. EINLEITUNG. 


Unter den verschiedenen bisherigen quantitativen Untersu- 
chungsmethoden des Phosphatides sind die Bangsche und die 
Bloorsche Methode weit verbreitet. 

Das Prinzip der Bangschen Methode besteht darin, dass man 
das Phosphatid mittels der Chromschwefelsiure oxydiert. 

Jedoch kann man dabei das Phosphatid quantitativ nicht 
trennen, also darf man bei dieser Methode die Hinfltisse der 
beigemengten anderen Fettstoffe nicht ausser acht gelassen. 

Bloor hat aus der Petroleumatherlosung des Fettstoffes 
mittels des MgCl. enthaltenden Acetons zuerst den Niederschlag 
des Phosphatides gefallt, dann bei diesem die Oxydationsmethode 
nach Bang ausgefiihrt. Jedoch kann man selbst bei diesem Ver- 
fahren, wie unten erwahnt wird, das Phosphatid quantitativ auch 
nicht geniigend fallen. Aus eben erwihnten Griinden hefern die 
heutigen quantitativen Untersuchungsmethoden des Phosphatides 
alle noch keine befriedigenden Resultate. Daher habe ich eine neue 
im folgenden zu erwiahnende Methode ausgearbeitet. 


IJ. Erq@rpnissk DER EXPERIMENTELLEN PRUFUNG, 

1) Das Gemisch von 70cem Aceton und 30 Tropfen 

a . - T 17 “qaqa ‘a “da ap 2 

gesittigter Alkohollésung des Magnesiumchlorides wurde der 30 

eem Petroleumitherlésung des Hierphosphatides zugesetzt. Der 

Niederschlag wurde entfernt und an der kiaren Oberfliissigkeit 

wurde die Veraschung und die Molybdiansaure-Reaktion des Phos- 
phors gepriift (das erste Verfahren). 
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Darauf wurde der Niederschlag zuerst mit Aceton, welchem 
Magnesiumehlorid zugesetzt worden war, 2 mal gewaschen, dann 
wieder in 20 cem Petroleumither gelost. 

Dieser Loésung wurde ebenso wie bei dem ersten Verfahren 
ein Gemisch von 70 cem Aceton und 30 Tropfen Magnesiumehlorid- 
losung zugefiigt. Der dabei abgeschiedene Niederschlag wurde 
durch Filtrierung entfernt, und der Nachweis des Phosphors wurde 
am Filtrat ausgefiihrt (das zweite Verfahren). 

Dann wurde noch einmal das gleiche Verfahren, wie oben 
erwaihnt, wiederholt und die Reaktion des Phosphors ebenfalls 
untersucht (das dritte Verfahren). 

Das Resultat jedes Verfahrens zeigte das Vorhandensein des 
Phosphors deutlch an. 

Aus obigen Resultaten ersieht man, dass das Phosphatid sich 
dureh das dem Magnesiumchlorid zugefiigte Aceton nicht voll- 
standig fallen lasst. 

2) Die gesattigte Alkohollosung des Cadmiumchlorides wurde 
dem Alkoholextrakt des Kigelbes zugefiigt ; die dabei ausgeschiedene 
Phosphotidcadmiumyverbindung wurde getrennt und mit Alkohol 
eut gewaschen, darauf wurde die Emulsion derselben mit 5%iger 
Kochsalzlosung hergestellt. Nachdem man sie einige Minuten lang 
stehen liess, wurde sie mit einem Asbestifilter filtriert. Das Filtrat 
wurde zum Teil (380 ccm) abgedampft, dann verascht und die Phos- 
phorreaktion gepruft. Das Resultat ist negativ. 

Die gleichen Versuche wurden am Alkoholextrakt der Leber 
und der Niere des Hundes ausgeftihrt, wo ich in allen Fallen auch 
nur zu negativen Resultaten kam. 

3) Die dureh oben erwihnte Verfahren im Asbestfilter 
gefangene Phosphatideadmiumverbindung wurde durch 3%ige 
alkoholische Salzsiure-Lésung gelést. 

4) Nachdem das Phosphatid durch das in (3) angebene Ver- 
fahren in Salzsdiurealkohol gelést wurde, liess die Lésung sich 
abdampten, worauf verascht und der Phosphor gemessen wurde. 
Das Verfahren wurde sehr glatt ausgefiihrt.: 

5) Im Filtrat der Trichloressigsiure-Enteiweissung der 
tierischen Gewebe (Blut und Muskel) kommt kein Niedersechlag 
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dureh Chloreadmium vor. Die Cadmiumverbindungen der Phos- 
phorsadure und der Glycerin-Phosphorsiure fallen sich nicht in D% 
iger Kochsalzlésung, falls die Konzentration nicht iiber Ca 2% 
betragt. Also verursachen solehe Phosphorverbindungen bei der 
Phosphatidbestimmung der Gewebe keine Hindernisse. 


Ill. Preyzie per NEUEREN Metuopre. 


Das Prinzip der von mir aufgestellten quantitativen Unter- 
suchungsmethode des Phosphatides ist wie folet: Das Gewebe wird 
in Alkoholather extrahiert, dann dem Extrakt das Cadmiumcehlorid 
zugesetzt, um das Phosphatid zu binden. 

Nachdem man den Alkoholither von dem Extrakt hat 
abdampfen lassen, wird die Emulsion des Cadmiumphosphatides in 
Kochsalzlésung hergestellt. 

Wenn sie flockig wird, wird sie getrennt; die Menge des darin 
enthaltenen Phosphors wird gemessen. 


IV. APPLIKATIONSMODUS DER NEUEN METHODE. 


Nach obigen Ergebnissen mochte ich bei dieser neuen Methode 
die quantitative Bestimmung des Phosphatides wie folgt ausftthren. 

Man zerreibt das Gewebe um 0.5 ¢@ (beim Blut um 2 cem) im 
Morser mit dem Schmiegel, dann setzt man ca.10cem Absolut- 
alkohol nach und nach in kleiner Menge zu und vermischt das 
Ganze gut. Dies wird vermittels ca. 75 cem Alkoholathers in einen 
100 ccm Messkolben iibergegossen, um dann die Fettstoffe sorg- 
faltig unter stetem Umdrehen im Wasserbad zu extrahieren; nach 
5 Minuten langem Kochen wird das Gemisch abgekiihlt ; dazu wird 
Alkoholither bis auf 100 cem Gesamtmenge zugefiigt. 

Die gesamte Fliissigkeit wird dann mittels des Faltenfilters 
filtriert. Eine bestimmte Menge des Filtrates (beim Blutextrakt 
40 eem, beim Muskelextrakt 30 cem und beim Eingeweideextrakt 
20 cem) wird in einen Becher gegossen, und nachdem man dazu 
3cem gesittigte alkoholische CdCl.-Losung zugefiiet hat, wird sie 
auf dem Wasserbad abgedampft. 

Dem dabei erfolgenden Riickstand setzt man ca. 20 cem 5% iger 
Kochsalzlésung zu, worauf man mit einem Gummiwischer die 
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Emulsion herstellt, welche alsdann mittels eines Asbestfilters 
filtriert wird. Wenn der Asbestfilter dabei zu dicht mit Asbest 
gefiillt ist, nimmt die Filtrierung laingere Zeit in Anspruch, wenn 
demgegentiber die Asbestfiillung nicht geniigend dicht ist, so tribt 
sich das Filtrat. Also muss man bei der Filtration sorgfaltig sein. 

Dann nachdem die Masse, welche auf dem Filter gesammelt 
wurde, mit einer kleinen Menge 5% iger Kochsalzlosung einige Male 
gewaschen wurde, wird sie in 3%iger alkoholatherischer Salzsaure- 
Losune aufgeldst, indem man ca.10cem der letzteren nach und 
nach in kleinen Mengen auf sie giesst. 

Das Filtrat Kjeldahl-Kohlben 
gesammelt, alsdann abgedampft, der dadurch gewonnene Riickstand 


wird in einem kleinen 
wird der Regel nach verascht, und die Menge des Phosphors 


gemessen. 


V. ERGEBNISSE DER QUANTITATIVEN UNTERSUCHUNGEN 
DURCH DIE NEUE MB&rTIroDE. 
Die Untersuchungsergebnisse, welche nach dem oben erwihnten 
Methoden bei 
Geweben gewonnen wurden, sind im folgenden angegeben : 


Ausftthrunesmodus dureh die neuen tierischen 


TABELLE I. 


Blut (Hund). 
x Differenz. 
Nie Alkoh.-Ather- | Phosphatid-P aeoe Erica eee 

mas | Extrakt (ec) (ng) vo 

(mg) (%) 

if! 40 0.0660 0 -—— 

2 | 40 0.0678 + 0.0018 ll 

8 | 40 | 0.0640 — 0.0020 3.0 

4 40 0.0665 + 0.0005 0.8 
Mittel 40 0.0660 — ee ‘a 

5 80 0.1276 + 0.0005 A 

6 80 0.1240 — 0,003) 2.4 

7 80 0.1280 + 0.0009 0.7 

8 80 0.1289 + 0.0018 1.4 

Mittel 80 ; 0.1271 7 ae — 


(P-Bestimm. n. Iversen-Naito). 
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TABELLE II. 
Leber (Hund). 
— —_— 2 as ee 
os | Alkoh.-Ather- | Phosphatid-P mee 
as | Extrakt (ec) (ng) * 
(mg) (%) 
a 40 0.2948 + 0.0003 0.1 
2 40 .« 0.2962 + 0.0017 0.6 
3 40) 0.2926 — 0.0019 0.6 
Mittel 40 0.2945 — -- 
> 80 0.5714 . — 0.0081 1.4 
5 80 0.5901 + 0.0106 1.8 
6 | 80 0.5769 — 0.0026 0.4 
Mittel 80 0.5795 = = 
(P-Bestimm. n. Fiske-Sabbarow). 
TABELLE III. 
Blutphosphatid + Eierphosphatid. 
Di ip 
= Blutphosph- , Eierphosph- | Berech. Zahl|Gefund. Zahl ee = 
oe P(mg) ~* P (mg) (mg) (mg) 
(mg) | (%) 
1 0.066 0.050 0.116 0.112 + 0.004 3.4 
2 0.066 0.050 0.116 0.118 — 0.002 Ue 
3 0.066 0.030 0.096 0.091 +0.005 5.2 
4 0.066 0.030 0.096 0.096 B=) 0 


Aus den yorhergehenden Resultaten darf ich wohl schliessen, 
dass diese neue Methode fiir die quantitative Untersuchung des 


Phosphatides gut verwendbar ist. 
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BEITRAG ZUR KENNTNIS DER 3-OXY-6-KETOALLO- 
CHOLANSAURE UND SYNTHESE DER 
a-3,6-DIOX Y-ALLO-CHOLANSAURE. 


VON 


GORO SUGIYAMA. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1936) 


Neuerdings hat Fernholz (1935) aus der Schweinegalle 
ausser Hyodesoxycholsaure eine Ketosaéure, 3-Oxy-6-keto-allocholan- 
sdaure, als Acetylmethylester isoliert. Bei der Aufarbeitung der 
Schweinegalle habe ich auch diese Ketosiure als Semicarbazon 
isoliert, das in feinen Nadeln krystallisiert. Dieses Semicarbazon 
wurde im Hisessigmedium unter kurzem Erwirmen mit verdiinnter 
Salzsaure zerlegt, wobei ein Acetat vom Schmelzpunkt 210-212° 
eewonnen wurde. 

Die 3-Oxy-6-keto-allocholansiure wird also analog der Oxy- 
cholanséure (Wieland u. Kapitel, 1932) leicht acetylert. Der 
Acetylmethylester schmilzt bei 185°. Dieser und das Acetat stim- 
men mit den Angaben von Fernholz (1935) vollstandig tiberein. 

Die durch Hydrolyse des Acetylesters erhaltene freie 3-Oxy- 
6-keto-allocholanséure wird im Hisessigmediuin durch katalytische 
Hydrierung mit Platinoxyd in eine neue Dioxysdure vom Schmelz- 
punkt 247° iibergefiihrt, die von der von Windaus (1926) in 
gleicher Weise aus /-Dehydro-desoxycholsiure, 3,6-Diketo-allo- 
cholansiiure erhaltenen 3,6-Dioxy-allocholansdiure, vom Schmelz- 
punkt 274° vollig verschieden ist. 

Meine Dioxysiure liasst sich auch im Hisessigmedium durch 
katalytische Hydrierung mit Platinoxyd aus a-}-Oxy-6-keto-allo- 
cholansiiure gewinnen, welch letztere aus der nach Wieland u. 
Dane (1932) durch partielle Oxydation der Hyodesoxycholsaure 
erhaltenen 3-Oxy-6-keto-cholansiiure durch Umlagerung mit Alkali 
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dargestellt worden ist. Um den Unterschied der beiden Dioxy- 
siuren von 247° und 274° aufzuklaren, habe ich die eine Dioxy- 
siure vom Schmelzpunkt 274° einer partiellen Oxydation unter- 
worfen, wobei eine Oxyketosiure erhalten wurde, die mit der 
durch partielle Hydrierung der 3,6-Diketo-allocholansaure von 
Wieland, Dane u. Martius (1933) erhaltenen /-3-Oxy-6-keto- 
allocholansiiure identisch ist. Somit muss der strukturelle Unter- 
schied der beiden Dioxysiuren in der verschiedenen raumlichen 
Lage der Hydroxylgruppe an C3 gesucht werden. Daher mochte 
ich die Dioxyséiure von Windaus als /-Dioxy-allocholansaure und 
die meine als a-Dioxy-allocholansiiure bezeichnen. Um die sterische 
Anordnung der Hydroxyleruppe an Cs der beiden Dioxysauren 
sicher festzulegen, wurde die /-3-Oxy-6-keto-allocholansaure aus 
Dioxysiure von 274° und die a-3-Oxy-6-keto-allocholansaure aus 
neuer Dioxysiure von 247° in Semicarbazonen tbergeftihrt und nach 
Wolff-Kishner reduziert, wobei aus der ersteren eine mit Digi- 
tonin fallbare (Fernholz, 1935) f-3-Oxy-allocholansaure erhalten 
wurde, die mit der 6-3-Oxy-allocholansiure (Sehmelzp. 218°) von 
Wieland, Dane u. Martius (1933) identisch ist, und aus der 
letzteren eine mit Digitonin nicht fallbare a-3-Oxy-allocholansaure 
(Schmelzp. 210°), die mit der a-3-Oxy-allocholansiure von 
Wieland, Dane u. Martius (1933) identisch ist. 

Weiter wurde a-3-Oxy-6-keto-allocholansaéure nach der Methode 
von Wieland und Dane (1933) dureh partielle Oxydation und 
darauf folgende Umlagerung aus Hyodesoxycholsiure (III) 
erhalten. Die raumliche Konfiguration der Hydroxylgruppe an C3 
(1) ist also mit der der ILyodesoxycholsiure gleich. Die Hydroxyl- 
gruppe an C3 und das Wasserstoffatom an C; stehen bei der 
neuen Dioxyallocholansiiure vom Schmelzp. 247° wahrscheinlich in 
cis-Stellung (I) und bei der Dioxyallocholansiure yom Schmelzp. 
274° in trans-Stellung (11) zueinander. Die neue Dioxyallocholan- 
sdure ist also a-3,6-Dioxy-allocholansiure (I) und die Dioxy- 
allocholansiure von Windaus /-3-a-6-Dioxyallocholansiure (II). 
Nach Ruzicka (1934) und Fernholz (1934) miissen also diese 
Dioxysiuren (Iu. Il) und Hyodesoxycholsiure (111) in folgenden 
Konfigurationen ausgedriickt werden. 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
1. a-3-Acetoxy-6-keto-allocholansaure. 


Aus 3 Liter Schweinegalle wurde Hyoglykodesoxycholsaure- 
natrium nach Wieland, Dane u. Martius (1933) durch Kochsalz 
ausgesalzen und mittels alkoholischer Kalilauge im Autoklav 
hydrolysiert. 

Aus dem Hydrolysat wurde durch Ansiuerung mit verdiinnter 
Salzsaure eine Fallung erhalten. Diese Fallung wurde in 
Essigither digeriert, wodurch Hyodesoxycholsaure krystallinisch 
isoliert wurde. Aus der Mutterlauge wurde dabei eine harzige 
braune Masse (56g) gewonnen. Diese harzige Masse wurde unter 
Zusatz von Semicarbazidlésung (2¢ salzsaures Semicarbazid und 
25¢@ Natriumacetat in Alkohol) anf dem Wasserbade erwarmt, 


Gs. 
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wobei sich das Semicarbazon in langen Nadeln krystallinisch ab- 
schied. Dieses Semicarbazon wurde aus ammoniakhaltigem Alkohol 
wnkrystallisiert. Die Ausbeute betrug ca 8g. Dieses Semicar- 
bazon 4,7 g wurden in einem Gemisch von 20cem Hisessiglosung und 
10 ccm Wasser gelést und unter Zusatz von 1cem einer 15% igen 
Salzsiurelésung eine Stunde lang auf dem Wasserbade erwarmt. 
Dabei schieden sich feine Nadelkrystalle ab, die aus Alkohol 
mehrmals umkrystallisiert wurden. Der Kristall schmilzt bei 
210-212°. Ausbeute 2,3¢. Er ist in Alkohol und Aceton léslich. 
Diese Losung hat keine Drehung. 
5,059 mg Subst. : 13,400 mg COs, 4,220 mg H20. 
CogH4905 Bers (© 72,17, sHeg33 
Gene (2.50 eet oh 


Acetylmethylester: 

0,1 g Acetat wurden in Methanollosung mittelst der atherischen 
Diazomethanlésung methyliert, der dabei in Blattchen krystllisierte 
Ester aus Methanol mehrmals umkrystallisiert. Er lést sich leicht 
in Kssigather, Aceton, weniger leicht in Methanol, und sehmilzt 
bei 183-184°. Das Acetat und der Ester stimmen gut mit den 
Angaben von Fernholz (1935) iiberein. 

4,659, 4,751 mg Subst.: 12,445, 12,690 me COz 
4,010, 4,060 me H.0O. 
Co7H 420; Ber. C 72,60 H 9,48 
Gel. «4 12,88. 12,.60) 8 99'63,79 56 


2. a-3-Acetoxy-6-Oxy-allocholansdure. 


0,1 g 3-Acetoxy-6-keto-allocholansiure wurde in 10 cem Hisessig 
in Gegenwart von 10 mg Platinoxyd mit Wasserstoff hydriert. Die 
vom Platinoxyd abfiltrierte Hisessiglésung wurde unter Zusatz von 
Wasser ausgefallt und die Fallung aus Hisessig mehrmals um- 
krystallisiert. Die in feinen Nadeln krystallisierte Siure schmilzt 
bei 247-248°. Sie ist in Hisessig ziemlich schwer lislich. Bei 
Liebermannscher Reaktion zeigt sie sofort eine purpurrote Farbe. 


Liebermann-Burchardsche Reaktion: violettrott-schmutzig 
violett—griin. 
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4,579 mg Subst.: 12,080 mg COs, 3,940 mg H.0. 
CogH 400; Ber. GC 71,84 H Rie 
Geb, ,=-72,00. ., 9,63 


Methylester der Sdéure: 


0,926 ¢ 3-Acetoxy-6-keto-allocholansiuremethylester wurden 
in 10 cem Hisessig gelost und bei Zusatz von 10 mg Platinoxyd mit 
Wasserstoff hydriert. Aus der vom Platinoxyd abfiltrierten Lésung 
wurde durch Wasser eine Fallung erhalten, die aus Hisessig in 
feinen Nadeln krystallisierte. Der Krystall schmilzt bei 183-184°. 
Ausbeute 0,3 ¢. Liebermannsche Reaktion: Violett-blau-violett- 
braun, Liebermann-Bwrehardsche Reaktion: Rosarot-schén 
violett-hell blau. 

4,910, 4,809 mg Subst. : 13,010, 12,730 mg COs, 4,38°, 4,380 me H.0. 
Co7H 4,05 Ber. C 72,27 79°89 
ei eel 1 au20 2 0,980, 34 


3. a-3-Oxry-6-keto-allocholansaure. 


EO” 


(i) 2¢ a-3-Acetoxy-6-keto-allo-cholansiure wurde in 5%iger 
alkoholischer Natronlauge gelodst und auf dem Wasserbade ab- 
evedampft, wobei sich ein schmieriges Natronsalz abschied. Dieses 
abfiltrierte Salz wurde in EHisessig gelést und die durch Zusatz von 
Wasser ausgefallte Saure abfiltriert. Diese S&ure wurde aus 
Aceton und Wasser mehrmals umkrystallisiert; die dabei in 
viereckige Tafeln krystallisierte Saure schmilzt bei 193°. Dies 
stimmt mit den Angaben von Fernholz (1935) tiberein. 

4,940, 4,750 mg Subst. : 13,360, 12,885 mg CO», 4,280, 4,170 mg H20. 
CosH 3304 Ber. ~C 73,79 Feo 8 1 
Cele 13.6) O09: ox 9 109,82 

(ii) Sg Semicarbazon wurden in Aceton suspendiert und 
unter Erwiirmen auf dem Wasserbade so lange konzentrierte 
Salzsiiure hinzugefiigt, bis es in Lésung ging. Nach 30 Minuten 
wurde die Lésung mit Wasser versetzt, wobei sich eine dlige Masse 
abschied. Diese Masse wurde nach dem Erkalten aus Aceton- 
Wasser wmkrystallisiert. Die in Tafeln krystallisierte Saure 
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schmilzt bei 193°; der Mischschmelzpunkt der Saéure mit der 
vorigen a-3-Oxy-6-keto-allocholansiiure zeigt keine Depression. 


Ausbeute 5,6 ¢. 


4. a-3,6-Dioxy-allocholansaure. 

GQ) Aus a-3-Oxy-6-keto-allocholansaure. 

5,6@ a-3-Oxy-6-keto-allocholansiure wurden in Hisessig in 
Gegenwart von 0,7 ¢@ Platinoxyd mit Wasserstoff hydriert, wobei 
sich ein Krystall abschied. Daher wurde die Saure unter 
Erwirmen weiter hydriert, bis sie eine berechnete Menge von 
Wasserstoff aufgenommen hatte. Die beim Erkalten  ab- 
geschiedenen Krystalle wurden abfiltriert und unter Zusatz von 
Aceton vom Platinoxyd befreit. Aus dieser Acetonlésung schied 
sich beim Zusatz von Wasser ein Kristal] in langen Tafeln aus. 

Die aus Aceton-Wasser mehrmals. umkrystallisierte Siaure 
schmilzt bei 246-247°. Sie ist in Aceton schwer ldslich. Aus 
Acetonlosung krystallisiert sie in Prismen. Aus alkoholischer 
Kalilauge schied sich beim Abdampfen das Kaliumsalz in langen 
Nadelkrystallen ab, die in Wasser und Aceton schwer léslich sind. 

Der Mischschmelzpunkt der Saéure mit der -3-a-6-Dioxy- 
allocholansaure von Windaus (1926) liegt bei 226-238°. 

Specifische Drehung:  0,1015@ Subst. in 10cem Alkohol, 
(= dm a= 0.19): 

(a) ae Boe 
4,328, 5,392 mg Subst. : 11,606, 14,461 mg COs, 3,997, 4,934 mg H.O. 
CosH 4904 Ber. C 73,41 LOE 
Get. 5, 13,22) Godse S Oa s 


Liebermann-Burchardsche 


Liebermannsche Reaktion: : 
Reaktion : 


Chloroformsechicht H2SO.-Schicht 


violett violett-rot 


Hyodesoxycholsiiure | violett |  farblos gelb 

a-3,6-Dioxy- |  schmutzig¢ stark | : 

allocholansiiure | ngs 
=o 


B-3-a-6-Dioxy- gelblich schwach 
allocholansiure vot violett-rot rot 
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Methylester der Siiure: 
Der Ester wurde in iiblicher Weise mit Diazomethan dar- 


gestellt. Der dabei gallertig abgeschiedenen Ester ist aus keinem 
organischen Lésungsmittel krystallisierbar. 


(11) Aus Hyodesoxrycholsiure: 

a-3-Oxy-6-keto-allocholansiure wurde nach der Methode von 
Wieland u. Dane (1932) hergestellt. 2g dieser Siure wurden 
bei Gegenwart von 20mg Platinoxyd mit Wasserstoff hydriert, 
wobei 1 Mol Wasserstoff aufgenommen wurde. Aus dem Reaktions- 
gemisch wurde in genau gleicher Weise wie vorher eine in langen 
Tafeln krystallisierte Saéure erhalten, die bei 247° schmilzt. Der 
Mischschmelzpunkt der Saiure mit der obenerwihnten a-3,6-Dioxy- 
allocholanséure yon Schmelzp. 247° zeigt keine Depression. 


5. p-3-Oxy-allo-cholansiure. 
(1) Partielle Oxydation der f-3-a-6-Dioxry-allocholansdure : 
Zuerst wurde die /-Dehydrodesoxycholsiure, 3,6-Diketo-allo- 
cholansiure nach der Methode von Windaus (1926) dargestellt. 
1,5¢@ dieser Saéure wurden in Hisessig bei Gegenwart von 0,2 ¢ 
Platinoxyd mit Wasserstoff hydriert, wobei 2 Mol Wasserstoff auf- 
genommen wurden. Hierbei wurde eine Dioxysiiure von Schmelz- 
punkt 274° erhalten, was schon Windaus (1926) beobacht hat. 
Ausbeute 0,9 g. 0,41 g dieser Dioxysiure wurden in 50 cem Hisessig 
mit Chromsaure (0,1 ¢ C,O3) unter Hiskiihlung oxydiert. Aus dem 
Reaktionsgemisch wurde unter Zusatz von Wasser eine Fallung 
gewonnen und diese aus Hisessig mehrmals wnkrystallisiert. Die 
in feinen Nadeln krystallisierte Saure schmilzt bei 236-239°. Aus- 
beute 0,2 ¢. Dies stimmt gut mit der Angabe von Wieland, Dane 
u. Martius (1933) iiberein, dass die /-3-Oxy-6-keto-allocholansaure 
durch partielle Hydrierung mit Platinoxyd aus 3,6-Diketo-allo- 
cholansaure erhalten wird. 
Die erhaltene Siiure ist also f-3-Oxy-6-keto-allocholansaure. 
4,065 mg Subst.: 11,023 mg COs, 3,465 mg H20O. 
CoH 3804 Ber. C 73,19 lal 9,81 
Cel el O00- «nO 
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(ii) p-8-Oxy-allocholansiiwre aus B-3-Oxy-6-keto-allocholan- 
saure. 
0,9 g Semicarbazon der $-3-Oxy-6-keto-allocholanséure wurden 
mit einer Natriumathylatlésung (0,9 g Na in 20 ecm Athanol) 6 
Stunden lang im Einschlussrohr auf 180-185° gehalten. Nach 
dem Abkiihlen wurde das Reaktionsgemisch mit Wasser verdiunnt 
und mit verdiinnter Salzsiure gefallt. Diese Fallung wurde aus 
HKisessig mehrmals umkrystallisiert. Die in glanzenden Rhom- 
boedern krystallisierte Saure schmilzt be: 217-218°. 
Sie stimmt gut mit der 6-3-Oxy-allocholansaure von Wieland, 
Dane u. Martius (1933) tiberein. 
5,979 me Subst., 16,742 mg COs, 5485 mg H20. 
Co4H 4903 lye, (Cl 7s Jel i@/7l 
Gets -j. 1075) sae Ong 
Methylester der Saure: 
Die $-3-Oxy-allocholansaure wurde in iiblicher Weise methy- 
hert. Der aus Methanol umkrystallisierte Ester schmilzt bei 151.° 


Die alkoholische Lésung des Esters wird bei Zusatz einer 1%igen - 
Digitoninlosung nach 2—3 Minuten gefallt. 


6. a-3-Oxy-allo-cholansdure. 


1,7 g Semicarbazon der nach Wieland, Dane u. Martius 
(1933) dargestellten 3-Oxy-6-keto-allocholansiure wurden mit einer 
Lésung von 1,7g Na in 28cem Athanol im Einschlussrohr auf 
180-185° 6 Stunden lang gehalten. Nach dem Erkalten wurde das 
Gemisch unter Verdiinnung mit Wasser mit verdiinnter Salzsiiure 
ausgefallt. Dann wurde es sofort in tiblicher Weise mit Diazo- 
methan methyliert. Der aus Methanol umkrystallisierte Ester 
schmilzt bei 163-164°. Dies stimmt mit der Angabe von 
Wieland, Dane u. Martius (1933) iiberein. 

2,616 mg Subst.: 7,406 me COs, 2,607 me H,0. 
Co5H4203 Ber. C 76,92 H 10,79 
Get’ se WT ey ahi 

Die alkoholische Lésung des Esters wird durch eine 

alkoholische 1%ige Digitoninlésung nicht eefallt. 
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Zum Schluss mochte ich nicht verfehlen Herrn Professor K. 
Kaziro meinen verbindlichsten Dank fiir seine freundliche Hilfe 


bei dieser Arbeit auszusprechen. 
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As reported in the previous communication (Itoh, 1936) a 
substance has been isolated from castor bean which controls the 
reversible action of lipase. The reduced form of this substance, 
which seems to be the predominating one in seeds, acts as an 
activator to the hydrolysis of fat by the ricinus-lipase and as an 
inhibitor to the synthesis of fat from glycerol and oleic acid. The 
oxidised form which is easily obtainable from the reduced form by 
autoxidation in air, acts as an activator for the synthesis and as 
an inhibitor for the hydrolysis. The intermediary form is indif- 
ferent for both synthetic and hydrolytic processes. Further in- 
vestigations on this substance, which we call ‘‘lpase-activator’’, 


are reported in this paper. 


EXPERIMENTS. 
I. Some chemical properties of the lipase-activator. 


The preparation of the lipase-activator which obtained by the 
method described in the previous communication is a white 
hygroscopic powder which is a mixture of amorphous matters and 
erystals under the microscope. The crystals are not homogeneous 
in form but in needle, sheaf, rhombic and octahedral figures under 
the same microscopic field. The substance is free from phosphor, 
nitrogen and sulphur. It does not serve as the donator for fatty 
acid dehydrogenase by methylene blue technique. The melting 
point is 130°C (uneorr.) and is soluble in alcohol, methanol, 
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glycerol, ether, acetone, benzene, chloroform, petroleum ether, olive 
oil and oleic acid, but not in water. The polarisation is 
[a]'$=—77° in alcoholic solution. The solution in aleohol shows 
blue violet fluorescence and two selective absorption bands with 


maxima at 314 mu and 285 mu as shown in Fig. 1. 


lore ille 
Absorption curve of oxidised lipase-activator (in alcoholic solution). 


17 
15 
13 
® 1 
x 
ale 
— 
9 
7 
5 
290 310 330 35 37 : » (2x 10-8 
3 330 350 370 390 410 130 (x 10-*) 
345 323 308 286 270 256 244. 233 (A in mp) 


The sterol reaction of Liebermann-Burechardt, the Cuboni 
reaction for oestrogenic hormone, and the vanillin-phosphorie acid 
reaction for bile acid are positive, but the Salkowski reaction 
for sterol, the Gregory reaction for bile acid and the Carr & 
Price reaction for vitamin A are negative. Judged from these 
results it would be an unsaponifiable substance in castor oil seed, 
and be a compound with phenanthrene cyclo-pentane ring. 


, 2 ’ fe. 
IT. New method for the preparation of lipase-activator. 
We isolated the unsaponifiable substance in the castor oil seed 
by the following method and ascertained from the effect on ricinus- 


lipase that the lipase-activator is an unsaponifiable substance in 
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seed. Castor oil seeds were kneaded thoroughly aud the methanol 
soluble substances were extracted at 70°C for 3 hours in flask fitted 
with reflux condenser. After the methanol extract was evaporated 
to a small volume by vacuum distillation, the saponifiable substances 
in the residue were hydrolyzed with 6.0% KOH wmethylaleoholie 
solution for 5 hours at 70°C. The resultant solution was again 
evaporated to a small volume and the residue was added to with 
distilled water. Then the solution was acidified with HCl and the 
precipitates appeared were filtered off, the filtrate was shaken 
out with redistilled ether in a separating funnel vigorously, and the 
ether-insoluble portion was removed. To remove the hydrolyzed 
substances completely, the etherial solution obtained above was 
washed with 5% NasCOs3 solution repeatedly in a separating funnel. 
The clear etherial solution was evaporated by vacuum distillation 
and colourless needle crystals were obtained. The yield was about 
0.3-0.5 mg. from 1 Ke. of castor oil seed. The erystals are hy- 


TABLE I. 
Comparison of both oxidised lipase-aetivator. 


(a) Synthetic reaction. 
Reactionsmixture: 0.5 cc. lipase-oleic acid solution-+0.5 ce. oleic acid+2.0 ce. 
glycerol +0.2 ce, aqua dest.+lipase-activator as in the table. 

Reactionstime: 7 hours. 

Reactionstemperature: 25°C. 

Reactionsvessel: 3.5 em. x 14.0 em. 

Degree of synthesis was calculated from the oleic acid which yemained un- 
synthesized by the titration of V/10 KOH-aleoholic solution. 


Oxidised lipase- Oxidised lipase- i. 
activator activator | Degree of Accelerating 
obtained by the obtained by the | synthesis ase 
previous method new method in Yo in % 
in mg in mg | 
oo 0 . ise 0 22.4 0 
5.0 0 | 26.8 19.6 
10.0 0 29.9 33.5 
15.0 0 3223 44,2 
0 35 28.5 27.3 
0 5.0 34.7 54.9 
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(b) Hydrolytic reaction. 
Reactionsmixture: 0.5 ee. lipase-olive oil solution+0.5 cc. olive oil-+ 0.3 ce. 
acetate buffer solution of pH 4.7 -+lipase-activator as in the table. 
Reactionstime: 40 minutes. 
Reactionstemperature: 30°C. 
Reactionsvessel: 3.5 em. x 14.0 em. 
Degree of hydrolysis was calculated from the liberated free acid by the titration 
of N/10 KOH-aleoholic solution. 


: : == 
Oxidised lipase- Oxidised lipase- 


activator activator Degree of Retarding 
obtained by the obtained by the hydrolysis degree 
previous method new method | in % in % 
in mg inmg 
0 0 28.1 0 
5 0 26.5 6.4 
10 0 | 23.8 | 15.3 
15 0 22.4 20.3 
| 
0 | 3.0 24.1 14.2 
0 5.0 21.8 | 22.4 


eroscopic and form acetate and when the alcoholic solution was 
added to the alcohohe solution of digitonin, a white floecurent mass 
precipitates out, which is easily soluble in chloroform. 

The substance corresponds to the oxidised form of lipase- 
activator since it augments the synthetic reaction of ricinus-lipase 
and inhibits the hydrolytic reaction. Though the yield is extremely 
poor yet the new method gives much better results in purity, as 
well as in activity of the preparation, than the previous method 
as shown in table I. 


HI. Effect of reduced glutathione, cysteine and ascorbic acid for 
both synthetic and hydrolytic reaction by ricinus-lipase. 
(a) Hydrolytic reaction. 
The hydrolytic reaction by ricinus-lipase was accelerated by 
reduced glutathione, cysteine and ascorbi¢ acid as shown in table IT. 


In this case these substances were added in a powdered form and 
well mixed. 
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TasLe IT. 
Effect of reduced glutathione, cysteine and ascorbie acid on the 
hydrolytic reaction. 
Reactionsmixture: 0.5 ee, lipase-olive oil solution + 0.5 ce, olive oil + 0.2 ec. 
acetate buffer solution of pH 4.7+reducing agents as in the table. 


Reactionstime, reactionstemperature and reactionsvessel were the same as shown 
in table I(b). 


Substance added Degree of hydrolysis in % 
0 2153 
Reduced glutathione 3 mg 27a 
Cysteine 3 mg 26.7 
Ascorbie acid 3 mg 25.8 


(b) Synthetic reaction. 


The synthetic reaction by ricinus-lipase was retarded by 
reduced glutathione, cysteine and ascorbie acid as shown in table 
AST. 


TABLE ITT. 
Effect of reduced tlutathione, cysteine and ascorbic acid on the 
synthetic reaction. 

Reactionsmixture: 0.5 cc. lipase-olic acid solution+0.5 ce, oleic acid+2.0 ee. 
glycerol+ 0.2 ec. aqua dest.+reducing agents as in the table. 
Reactionstime, reactionstemperature and reactionvessel were the same as shown 

in table I(a). 


| 
Substance adc ene § /o 
Substa rdded | Degree of synthesis in % 


0 | 21.8 
Reduced glutathione 3 mg | 13,2 
Cysteine 3 mg | 12.0 
Aseorbie acid 3 mg 11.4 
DISCUSSION. 


It is known that enzymes such as katepsin and glyoxalase are 
activated by reduced glutathione and cysteine. In these cases it 
is supposed that glutathione activates the enzyme itself, though the 
mechanism of the activation is unknown. In the case of ricinus- 
lipase it seems true that glutathione or cysteine activates the lipase- 
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activator itself. As described in the previous paper the purified 
enzyme preparation is very sensitive to oxidation. But the pre- 
paration which has lost its activity by oxidation, was not reactivat- 
ed by the addition of cysteine, reduced glutathione or ascorbic acid 
as shown in table IV. But oxidised lipase-activator seems to be 
partially brought back to the reduced form by these reducing 
agents. 

As will be seen from table V the hydrolytic action of ricinush- 
pase was suppressed by the addition of oxidised lipase-activator, 
however by the addition of this substance together with glutathione 
it was rather more augmented than when glutathione alone was 
added, 

TABLE IV. 
Effect of cysteine, reduced glutathione and ascorbie acid on both hydrolytic 
and synthetic reaction by oxidised ricinus-lipase. 
(a) Hydrolysis. 
Reactionsmixture: 0.5 ce. oxidised lipase-olive oil solution+0.5 ee. olive oil +- 


0.2 ce. acetate buffer solution of pH 4.7+ reducing agents as in the 
table. 


Reactionstime, reactionstemperature and reactionsvessel were the same as shown 
in table I(b). 


Substance added Degree of hydrolysis in % 
0 0.8 
Reduced glutathione 3 mg 0.7 
Cysteine 3 mg 0.7 
Ascorbic acid 3 mg 0.7 


(b) Synthesis. 


Reactionsmixture: 0.5 ce. oxidized lipase-oleic acid solution+0.5 ee. oleic acid 
+2.0 ce. glycerol+0.2 ec, aqua dest.+reducing agents as in the table. 


Reactionstime, reactionstemperature and reactionsvessel were the same as shown 
in table I(a). 


Substance added Degree of synthesis in % 


0 1 
Reduced Glutathione 3 mg 
Cysteine 8 mg 


Ascorbie acid 3 mg 1.2 
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. TABLE V. 


Effect of reduced glutathione on the oxidised lipase-activator. 
Reactionsmixture: 0.5 ¢e. lipase-olive oil solution + 1.0 ce. olive oil + 0.3 ce. 
acetate buffer solution of pH 4.7+ oxidised lipase-activator and 
reduced glutathione as in the table. 
Reactionstime, reactionstemperature and the reactionsvessel were the same as 
shown in table I(b). 


ied Reduced glutathione Degree of hydrolysis 
in mg in mg in % 
0 | 0 22.3 
10.0 0 18.3 
16.0 3.0 27.1 
0 3.0 25.5 


IV. Some explanation on the mechanism of the action of 
lipase-activator. 


As stated above the reduced lipase-activator accelerates the 
splitting reaction and retards the synthetic reaction by ricinus- 
lipase. How this effect can be explained, is a very difficult question, 
as we met in the action of activators for other enzymes. Here 
some interesting facts, which may serve as an explanation are point- 
ed out. 

It was found that the lipase-activator is capable of forming a 
water soluble molecular compound with fatty acid, as the desoxy- 
cholic and apocholic acid. This happens, however, only to the 
reduced form but not to the oxidised. Owing to this action the 
fatty acid molecule, which was splitted out by the enzyme may 
be carried away from the active field of enzymic surface, so that the 
reverse action due to the law of mass action is eliminated. 

Moreover various experiments proved that the reduced lipase- 
activator gave a stable emulsion of the olive oil that is favourable 
for the splitting reaction of the enzyme. 


V. Synthetic degree of various alcohols and fatty acids 
by ricinus-lipase. 
(a) Degree of synthesis with oleic acid and various alcohols. 


All of the foregoing experiments to test the synthetic action of 
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rieinus-lipase were carried out with oleic acid dnd glycerol. In the 
following experiment it was studied how far the enzyme can bring 
about the formation of fat or ester with various sorts of alcohols 
instead of glycerol. 

The reaction mixtures were so prepared as to contain 0.5 ce. 
lipase-oleic acid solution, 0.5 ee. oleic acid, 2.0 ce. alcohol and 0.2 ee. 
aqua dest. The reaction temperature was 22°C and the reaction 
time was 7 hours during which the vessel containing the mixture 
was shaken at various times. Solid aleohols such as pinacone, 
menthol, borneol, phenol, mannite were supplied as a watery solu- 
tion. Control experiments were carried out in each case, the results 
obtained are shown in table VI. 


TABLE VI, 
Degree of synthesis with oleic acid and various alcohols. 


(1) Primary alcohols. 


Alcohols Degree of synthesis in % 
Methylaleohol ; 3.0 
Ethylaleohol 2.9 
Propylaleohol 2.5 
Butylaleohol 9.1 
Tsobutylaleohol 18.5 
Amylaleohol 14.8 
Geraniol 39.5 
Benzylalcohol 2.1 
Cinnamie alcohol 1.8 


(2) Secondary alcohols. 


Isopropylaleohol 1.6 
Secondary amylalcohol oull 
Secondary octylaleohol 3.3 
Menthol 0 
Borneol 0 
(3) Tertiary alcohols. 
Tertiary amylalcohol 0 
Carvacrol 0 
Phenol 0) 
(4) Polyvalent alcohols. 
Glycol ays 
Pinacone 0 
Glycerol 44.9 


Mannite 0 


(b) 


In order to study to what extent the synthesis of fat or ester 
by the ricinus-lipase is realised from glycerol or isobutylalcohol 
and various sorts of fatty acids the next experiments were carried 
The reaction mixture consisted of 2.0 ce. lipase-glycerol- 
isobutylaleoholic (9:1) solution, 1.0 cc. fatty acid and 0.2 ce. aqua 
Other experimental conditions were the same with above 
Solid fatty acids were employed as an _ isobutyl- 
Results are shown in table VII. 


out. 


dest. 


experiment. 
alcoholic solution. 


Degree of synthesis with the mixture of glycerol and 
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isobutylalecohol (9:1) and various fatty acids. 


Degree of synthesis with the mixture of glycerol and isobutylalcohol 
(9:1) and various fatty acids. 


(1) 


Acid of type RiCH2COOH. 
Saturated normal-acids. 


(a) 


(b) 


(c) 


(d) 


Acids 
Acetic acid 
Propionic acid 
Butyric acid 
B-oxybutyric acid 
Valerianic acid 
Capronic acid 
Caprylic acid 
Nonylic acid 
Capric acid 
Laurie acid 
Myristice acid 
Palmitie acid 
Stearic acid 


Saturated iso-acids. 


Isobutyrie acid 
Isovalerianie acid 
Unsaturated acids. 
Oleic acid 

Elaidic¢ acid 
Undecylenie acid 
Linoleic acid 
Linoleinie acid 
Other acids. 
Levulic acid 


Degree of synthesis in % 
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Citric acid 0 

Phenylacetie acid 0 

Phenylbutyric acid 0 

Phenylvalerianic acid 0 
(2) Acid of type R,CHCOOH. 

Isobutyrie acid 0 

Crotonic acid 0 

Cinnamic acid 0 
(3) Acid of type RsCCOOH. 

Benzoie acid 0 

SUMMARY. 


1. Some chemical natures of lipase-activator were described. 

2. The lipase-activator is an unsaponifiable substance in the 
castor oil seeds. 

3. The hydrolytic reaction by ricinus-lipase is accelerated by 
reduced glutathione, cysteine and ascorbic acid, but the synthetic 
reaction is retarded by them. 

4. The inactivated ricinus-lipase by oxidation is not reactivat- 
ed by cysteine, reduced glutathione and ascorbic acid in both 
hydrolytic and synthetic reaction. 

5. The oxidised lpase-activator is reduced partially by re- 
duced glutathione. 

6. The reduced lipase-activator has a nature capable of form- 
ing a water soluble molecular compound, though the intermediary 
and oxidised have no such nature. 

7. The fat and esterformation of various alcohols and fatty 
acids by ricinus-lipase was studied. 

The author is greatly indebted to Prof.’Dr. Kodama for his 
kind eriticisms and suggestions throughout this research. 
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